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-----------------------
-----------------------

1.1 MICROSOMAS. CARACTERISTICAS GENERALES

El término. "microsomas", del que deriva el de "fracción mi -

crosomal", no represent� un orgánulo subcelular concreto como

ocurre con el término "mitocohdrias" y su correspondiente"frac­

ción mitocondrial". De Duve (1964) y, posteriormente, Reid

(1967), definieron el término e hicieron corresponder los

microsomas a la fracción que sedimenta al someter los homoge­

neizados de un te jido a fuerzas centrífugas superiores a 100.000

g. En la obtenci6n de la fracción microsomal se usa el méto­

do seguido por Schneider y Hogeboom (1950); se eliminan previa­

mente los n�cleos y las mitocondrias a 10.000 o 15.000xg, 30

min y se centrifuga el sobrenadante a más de 100.000x g duran­

te 60 - 120 mine El residuo obtenido fué denominado por Schnei­

der y Hogeboom como de �partículas submicrosc6picas". De Duve
.

(1964) y Reid (1967) designaron el residuo con el término "mi­

crosomas" , que sigue utilizándose.

La estructura y propiedades biológicas de los micro somas de­

penden no solo de factores intrínsecos (especie, tipo o edad)
sino también de las condiciones externas (dieta o estatushor­

monal) (Tata 1972, Talwar et al 1962).

Los microsomas de hígado, que han sido muy bien estudiados,

consisten,. a menudo, en una mezcla de elementos membranosos y

de ribosomas (o pOlisomas), presentes en forma de unidades se­

paradas o de complejos y que derivan casi exclusivamente del

retículo endoplasmático (RE). Los �icrosomas no son, por tanto,
estructuras estables Y. experimentan un recambio relativamente

rápido en comparación con la vida de la célula (Omura et al

1967, Siekevitz et al 1967, Arias et al 1969, Hennaee y Ho-
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rrocks 1978). Un gran número de a�tividades enzimáticas se aso­

cian con las membranas del RE, mientras que los ribosomas uni�

dos al RE intervienen muy activamente en la síntesis proteica

(tabla 1) (Tatal-967ayb; Andrews y Tata 1968,1971 ; Campbell

1970; Bouchilloux et al 1973). Esta síntesis es muy evidente en

tejidos secretor�s de proteínas, como el hígado (Manganiello y

Phillips 1965; Sabatini et al 1966) y tiroides (Morais y Gold­

berg 1967; Buochilloux et al 1973), pero también se ha demos­

trado que ocurre en tejido pulmonar de conejo (Stenzel y Rubin

1966) Y en corteza cerebral de rata (Whi te et al- 1972). La unión

de los ribo somas a membranas que no se pueden considerar como

�ertenecientes al RE ha sido sug€rida para células que no se­

gregan proteínas (Andrews y Tata 1968, 1971). Existe una corre­

lación en la velocidad con que aumenta la cantidad de membra­

nas microsomales y de ribosomas bajo la influencia de "hormonas

del crecimiento y del desarrollo (Tata 1967 a y b, 1970). Por

todas estas razones, un método ideal para preparar microsomas

y fracciones submicrosomales, ha de satisfacer según _ Tata

(1972), tres requerimientos:
- Obtención cuantitativa de las membranas con

una pérdida mínima de estructuras y de actividades enzimáti-

cas.

- Obtención cuantitativa de polisomas y riboso­

mas libres que aean __ capaces de. ll-ev-ar -a cabo una elevada in­

corporación de aminoácidos "in vitro".

- Que la perturbación de la unión de los poli­

somas a las membranas y de la localización de las proteínas

que se hallan en curso de síntesis "in vi tro", sea lo más pe -

queña posible.

Los mejores métodos para fraccionar los microsomas de los

distintos tejidos, difieren necesariamente. Además, aunque se

han descrito métodos para un gran número de tejidos, los tres
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T A B L A -r
------------

------------

ALGUNAS ACTIVIDADES Y FUNCIONES ASOCIADAS A LOS DOS

COMPONENTES PRINCIPALES DE LOS MICROSOMAS DE HIGADO :

MEMBRANAS Y RIBOSOMAS (Tata 1972)

FRACCION ACTIVIDAD FUNCION

Membrana Glucosa-6-fosfa-

tasa

Metabolismo de los

glúcidos y gluco­

neogénesis

Desintoxicación
hidroxilasas

NADPH-cit c Transporte electró­

nico extra�itocon-reductasa

drial

Reducción de

esteroides

Biogénesis de

esteroides

Ribosomas o

polisomas

Enzimas relacio­

nados con la in­

corporación de

aminoácidos en

Síntesis proteica

proteínas

Ribonucleasa Metabolismo

del RNA



-4-

requerimientos solo se ven satisfechos cuando se trata de hí­

gado. En los demás tejidos, su complejidad estructural no per­

mite establecer analogías cualitativas completas entre los com­

ponentes microsomales y los subcelulares. Los ·métodos de sub�

f'z-aoc í cnarní.errt o microsomal tampoco dan resultados tan satis-.

factorios como con tejido-hepático.

1.1.1 MICROSOMAS DE HIGADO

Basándose en estudios morfométricos y bioquímicos, Weibel et

al (1969) concluyeron que el área del RE en 1 cm3 de hígado de

rata mide 11 m2, de los cuales siete son de RE r-ugo ao , con unos

20 billones de ribosomas. Este es el material que compone la

fracción microsomal de hígado de rata, cuyo aislamiento des­

crito por Tata (1972) es una combinación de los métodos de Dal­

lner (1963), de Bloemendal et al (1964, 1967) Y de Blobel y

Potter (1966).

Es una práctica común el someter a ayuno a los animales usa­

dos para la preparación de microsomas, especialmente de hígado,
para reducir la contaminación por glucógeno. Ello conduce a de­

sórdenes en la incorporación de aminoácidos por los ribosomas

obtenidos posteriormente, ya que cualquier modificación en la

alimentación hace variar la síntesis proteica de la célula así

como la unión de los ribosomas al RE (Munro et al 1964; Weber

et al 1964; Tata 1967; Reid 1967; Quirin"": Stricker y Mandel

1967). Así pues, en el método de Tata (1972) se parte de híga­
do s de ratas normalmente alimentadas que se homogeneizan en un

medio isotónico de : -sacarosa (0,35 M), KCl (25 mM), tris (50
rriM), MgC12 (10 mM) Y RCl de, pR 7,6 (la concentración del ión

Mg (11) es esencial para estudiar la incorporación de aminoáci­

dos "in vitro"). La concentración óptima del homogeneizado es

de 2,5 ml/g tejido; sin embargo, es aconsejable el empleo de
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homogeneizados más dil�ídos (10 o 20%) para efectuar estudios

analíticos. La homogeneización es conveniente realizarla em­

pleando un homogeneizador de Potter-Elvejhem, provisto de un

émbolo de teflón cuya holgura (0,10 - 0,15 mm) debe se-r sufi­

ciente para que aunque se destruyan las mitocondrias, se,evi­

te la contaminación por fragmentos de núcleos y mitocondrias.

Del homogeneizado hay que eliminar los eritrocitos, las cé­

lulas intactas, los núcleos y las mitocondrias, lo que se con­

sigue por centrifugación a 10.000xg, 20 mine Howell et a1'(1964),
al �entrifugar homogeneizados libres de núcleos a 20.000xg, 2Q

mí.n, encuentran que la mayor parte de -las membranas del RE ru­

goso sedimentan con-las mitocondrias. Por el contrario, el

riesgo de contaminación por mitocondrias es.grande si la cen­

trifugación se realiza por debajo de 8.000xg (Howell et al

1964, Roodyn et al 1965,' Loeb et al 1967).

El sobrenadante ob't en i.do j- libre de mi tocondrias, puede some-
-

terse a varios procesos. Para obtener microsomas "brutos", el

sobrenadante se centrifuga a 105.000xg durante 60 - 90 mine El
.

residuo microsomal puede entonces ser suspendido en el medio

de homogeneización, mediante un homogeneizador Potter-Elvejhem,
y se centrifuga de nuevo. Para obtener polisomas, el método

más comúnmente usado es liberar las partículas de las membra­

nas con 0,5 - 1% de desoxicola to, aunque pueden utilizarse

otros detergentes iónicos o no - iónicos (Tri t6n X-lOO o LubroJ).
En los primeros estudios, los microsomas se trataban con el

detergente después de aislados (Siekevitz y Palade 1960, Reid

1967). Debido a la existencia de una ribonucleasa asociada al

RE (Lamirande et al 1966) esta manera de proceder no es correc­

ta, y es preferible el tratamiento del sobrenadante, libre de

mitocondrias, con el detergente; así se previene cualquier al­
teración de los polisomas (Bont et al 1965, Blobel y Potter

1966).



-6-

Otros métodos de obtención de microsomas "brutos" son el de

la precipitación con iones divalentes, el de filtración en gel

de exclusión molecular y la centrifugación en gradiente de den­

sidad. Varios son los autores que proponen un método de obten­

ción de microsomas por agregación con iones divalentes, prin­

cipalmente por el Ca (11) (Kamath y Narayan 1972, Schenkmanny

Cinti 1972, Albretch et al 1974, Ecobichon 1976, Kovarova 1976).

Al añadirse los cationes (8 mM y pH 7,5) al sobrenadante post­

mitocondrial se produce una agregación de las vesículas micro­

somales. Los microsomas así obtenidos son bastante análogos a

los no agregados, si bien, en el proceso se desprenden los ri­

bosomas en gran proporción. Una variante de este método aprove­

cha la disminución de ·la solubilidad a pH ligeramente inferior

a 5,5 , con lo que se produce una precipitación isoeléctrica de

microsomas "ácidos" análogos a los obtenidos por otros métodos

(Fry y Bidges 1974). Un método análogo es el descrito por Van

der Hoeven (1981), que trata al sobrenadante post-mitocondrial
con "polietilenglicol 6000" para que precipiten bon más facili­

dad los microsomas.

La obtención de microsomas por filtración en gel es un méto­

do limpio, pero largo. La técnica es simple y consiste en fil­

trar el sobrenadante post-mitocondrial a través de una columna

de Sepharose 2B. Se consi��e la obtención de dos picos de pro­

teina, uno correspondiente a los microsomas, que s obr-e.pa sa el

limite de exclusión de la columna y otro que corresponde a la

fracción soluble del tejido. La ventaja del método es que se ob­

tienen unos mí.c r-o soma.s exentos de proteínas de la fracción so-

1uble adsorbidas en las membranas (Tangen et al 1973).

Elume (1979) ha conseguido la separaci6n de los microsomas

c ontaerí-iarrt e a de la fracción mi tocondrial por centrifugación
de la suspensión de mitocondrias "brutas" �n un gradiente de

"Percoll". Los m'i cr-o s oma s obtenidos ocupan una única banda en
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el tubo de centrífuga y no se ha conseguido la separaci6n en

subfracciones.

La dificultad de subfraccionar los microsomas "brutos", con­

siste en obtener preparaciones activas tanto de enzimas asocia­

dos a las membranas COLlO en la incorporación "in vitro" de ami­

noácidos en proteínas. Los resultados obtenidos muestran que

el método de Tata (1972) es, también, el adecuado. Como se in­

dica en la figura 1, se obtienen dos fracciones por medio de -QU

gradiente discontínuo de sacarosa: la correspondiente al RE li­

so (microsomas lisos) y la correspondiente al RE rugoso (mi­

crosomas rugosos). Los microsomas rugosos se pueden subfraccio­

nar, a su vez,. con la obtención de tres f'r-ac c í.one s., una de las

cuales corresponde a los ribosomas libres.

Para la separaci6n de las membranas rugosas y lisas, Lee et

al (1969), han usado la centrifugación zonal, mientras Ichisi­

ta et al (1972) han logrado idénticos resultados por medio de

electroforesis zonal. Ultimamente, Kiang et al (1978) han lo­

grado la separación de hasta ci�co subfracciones de microsomas

de hígado y de cerebro de rata con un gradiente discontínuo

(cuatro etapas) de sacarosa. No obstante, la caracterización

ultraestructural de estas cinco subfracciones no es completa.

Por su parte, Azzar y Benedetto (1981) han subfraccionado los

microsomas por isotacoforesis; no se obtienen fracciones sepa­

radas y los m.í.cro s omaa se reparten en una amplia zona que se

eluye en once fracciones en las que se demuestra una heteroge -

neí.dad en el contenido de los enzimas (marcadores de orgánulos

subcelulares) ensayados.

1.1.2 TJIICROSOI\1AS DE CEREBRO

A causa de la gran complejidad estructural del cerebro, en

cuanto al propio tejido y en cuanto a los niveles subcelula-



HOMOGENEIZACION DEL TEJIDO HEPATICO

2,5 mIl g de tejido

Centrifugaci6n

9.000><.g, 20 min

SOBRENADANTE LIBRE

DE MITOCONDRIAS

RESIDUO (Núcleos, mitocondrias ••• )
DESECHADO

Centrifugaci6n 105.000xg, 90 min

sobre sacarosa 1,3 M

SOBRENADANTE :

FRACCION SOLUBLE

RESIDUO INTERFASE

"Membranas rugosas" "Membranas lisas"

Suspensión en el medio de homogeneizaci6n

Centrifugaci6n 50.000Ag, 16 h 6 105.000�g, 4-5 h

sobre sacarosa 1,15 M, 1,5 M Y 2 M

1ªINTERFASE

"Membranas rugosas ligeras"

2ª INTERFASE

"Membranas rugosas pesadas"

RESIDUO

"Polisomas libres"

FIGURA1 .- ESQUEMA DEL PROCEDlMIENTO PARA AISLAR FRACCIONES SUBMICROSOMALES DE HIGADO DE RATA (Tata 1972).
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res, la caracterización ultraestructural de los oicrosomas

dista mucho de ser tan completa como en el hígado. Muchos

autores han descrito métodos de obtención de nrí.c r....o s orna s de ce­

rebro q_ue difieren en mayor o menor grado según el tipo de es­

tudio realizado (Got et al 1967, Zomzely et al 1964, Adams y

Lim 1966, Campbell et al 1966, Mahler y Brown 1968; Andrews y

Tata 1968, 1971; Merits et al 1969, Levitan et al 1972, Hemmin­

ki y Suovaniemi 1973, Tamai et al 1975, Katsuta et al 1978) o

El procedimiento de Andrews y Tata (1968, 1971) es adecuadopa­

ra el estudio de la incorporación de aminoácidos a proteínas a

través de los ribosomas libres o unidos a las membranas de la

corteza c er-ebr-a'l-de rata. En este método, el te jido se homoge­

neiza (3,5 ml/g) mediante un homogene izador de Potter-Elve j -

hern (0,15 mm de hoLgur-a ) a 800 r-pm y tres impulsos. Más de cin­

co impulsos reducen la incorporación de aminoácidos en laspre­

paraciones finaleso El medio de homogeneización consiste en

sacarosa 0,25 M, KCl 0,1 M, MgC12 12 mM Y tris (50rnM)-HCl de

pH 7,4. Los microsomas "brutos" se obtienen por centrifugación

(1050000xg, 120 min) del sobrenadante postmitocondrial. Para

el s�bfraccionamiento microsomal, 14 mI del sobrenadante libre

de mitocondrias se colocan sobre 6,5 mI de sacarosa 0,8 M yel

conjunto se centrifuga a 105.000xg, 120 mine La capa de la in­

terfase , asi como el sobrenadante se desechan y el residuo se

resuspende en el medio de homogeneización. La suspensión se co­

loca sobre un gradiente discontinuo (1,0 y 2,0 M) de sacarosa

y el c on junt o se centrifuga a 60.000 g, 16 h. Con ello se ob­

tienen tres subfracciones microsomales : una algo por debajo
de la interfase 0,25-1,0 M; otra en la interfase 1,0-2,0 My
otra en el residuo. Estas fracciones son denominadas respecti­

vamente : membranas rugosas ligeras, membranas rugosas pesadas

y polisomas libres. Estas denominaciones no significan q_ue exis­

ta identidad morfológica con fracciones similares obtenidas a
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partir de tejido hepático. La proporción relativa de RE lisoy

rugoso es peQueña en tejidos secretores (hígado, páncreas y

tiroides) y elevada en tejidos no secretores (cerebro, riñón y

músculo) (Tata 1972)0

Por su parte, Tamai et al (1974) , en estudios de caracteri­

zación de las nembranas submicrosomales en cuanto a su composi­

ción lipídica, también logran la separación de �os microsomas

en tres fracciones, aunque distintas a las anteriores. La ho­

mogeneización se lleva a cabo en sacarosa 0,88 M (4 ml/g) en

un homogeneizador de Potter - Elve jhem de 0,25 mm de holgura.

La suspensión se centrifuga a 25.000xg, 20 min y al sobrena­

dante se le afia.d.e un volumen igual de sacarosa 1,76 M .• Dos ml,

de la mezcla se depositan sobre 7 mI de sacarosa 0,15 M Y el

conjunto se centrifuga (105.000xg, 16 h); se obtienen tres

fracciones: una en la interfase 0,15 - 1,3 M, otra en el resi­

duo y otra entre ambas. Respectivamente, las fracciones son de­

nominadas ligera de superficie lisa, de superficie rugosa y

pesada de superficie lisa.

La aparente diferencia en los resultados de Andrews y Tata

(1968, 1971) Y los de Tamai et al (1974) puede no· ser tal. Los

primeros, en su. esquema, desechan una fracción que estaría com­

puesta de membranas lisas. Los seg.�ndos, en cambio, subfraccio­

nan estas membranas lisas y no hacen lo propio con las r�gosas

que obtienen en un único residuo. Por su parte, Kiang et al

(1978) mediante un gradiente discontínuo de sacarosa entre 0,5

y 1,3 M, Y con un medio de homogeneización ligeramente distin­

to (sacarosa 0,3 M, fosfato sódico 1 mM Y EDTA 0,1 mM de pH7,5)
obtienen cinco subfracciones de microsomas de cerebro de rata.

Como variante de estos métodos, que son los más ampliamente

usados, cabe reseñarse el de Got et al (1967) para aislar

fracciones submicrosomales de cerebro ovino. El método está

basado en el de Dallner y Nilson (1966) y la obtención de mi-
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crosomas por centrifugación del sobrenadante post - mi tocon -

drial se lleva a cabo en presencia de CsCl 15 mM. El subfrac­

cionamiento se efectúa a partir del sobrenadante post - mito -

condrial (solo o enriquecido con el r-e s íduo microsomal), me­

diante gradientes discontinuos de sa9arosa Y agregación de las

subfracciones por cationes. Al final, se obtienen tres subfrac­

ciones sin denominación especifica: la II que se agrega con

Cs (I), la I b que se agrega con Mg (II) y no con Cs (I) y la

I a que no se agrega.

La complejidad del tejido cerebral se pone de manifiesto al

estudiar el esquema de obtención de membranas plasmáticas de

cerebro de rata adulta (figura 2) (Morgan et al 1971). En él,
se desecha la fracción microsomal, aunque cabe e�perar unacom­

plejidad proporcional en ella, que supone muchas limitaciones

para la obtención de fracciones subcelulares concretas. Con

el tejido hepático no se presentan limitaciones de este tipo.

Una de las fracciones empleadas en el presente trabajo, es

la constituida por vesículas sinápticas que, tras la homogenei­

zación, están contenidas, en gran parte, en la fracción sinap­

tosomal (figura 2). Esta fracción corresponde a las terminacio­

nes nerviosas colapsadas (Levitan et al 1972, Morgan et al197�.

En el método de centrifugación diferencial descrito (Andrews y

Tata 1968, 1971), j�to con la fracción mitocondrial precipi­

tan los sinaptosomas. A partir de esta fracción conjunta, Soller

et al (1973) proponen un método aenc íL'Lo de obtención de vesi­

culas sinápticas, tras un tratamiento hipoosmótico de la frac­

ción (véase 5.5). En el caso de existir vesículas sinápticas

libres (no contenidas en los sinaptosomas) en el homogeneiza­

do, aquéllas irian por su tamaño, a formar parte de la fracción

microsomal "bruta" tras un proceso de centrifugación diferen­

cial (Kakiuchi et al 1981).
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1.2 FROTEINAS DE LAS IVIElVIBRANAS MICROSOMALES

La composición química de los micro somas de hígado de rata

(tabla 11) es compatible con los modelos estructurales así co­

mo con sus actividades enzimáticas y de síntesis pr0teica. La

cantidad de proteína, fosfolípidos, RNA y glucógeno, referidos

en la tabla 11 (Tata 1972) es similar a la descrita por otros

autores (Reid 1967). La distribución relativa del RNA de di­

ferentes tamaños en el RE liso, es distinta a la de los poli­

somas o ribosomas del RE rugoso o libres, en los que el 90% del

RNA está compuesto de partículas 28 S Y 18 S. En las Elembranas

lisas, hay gran cantidad de RNA 7S" el cual podría resultar

de la degradación del RNA ribosomal (Scott-Burden y Hawtrey

1969) •

La contaminación de las membranas microsomales de músculo y

de cerebro de rata, por otras fracciones subcelulares, impide

una comparación significativa con los datos referentes al hí­

gado. No obstante, en la tabla 111 se establece una comparación
entre la fracción pesada de membranas rugosas y la de poliso­

mas libres del método de Tata (1972). La proporción RNA/fosfo­
Lfp í.do de los microsomas rugosos refle ja la densidad de empa­

quetamiento de los ribosomas en las membranas del RE. Así, la

fracción pesada rugosa de múscul.o y cerebro se parece más a la

ligera rugosa de hígado. La baja proporción RNA/fosfolípido en

las membranas microsomales de cerebro refleja la contaminación

por material lipídico dentro del que se incluyen las vainas

mielínicas.

Las tablas· rv y V muestran datos análogos a los de las ta­

blas 11 y 111 si bien con las subfracciones obtenidas por

Kiang et al (1978) y Tamai et al (1974) de los microsomas de

cerebro de rata. Al comparar los resultados, se observan dife­

rencias entre las fracciones obtenidas por disti��9s autores.



Table 2. CIIEMIC.U CO,\lI'OSITION ot WHOLE .,\IICIlOSOMES ANll SUIlMICllOSOMAL

1J<.'CrJUNS* (JI' I<AT llVEH (Tata 1972)

Frat t ion
Protein PIz').'ph,)lipid RNA Glyú)gnJ

(rng pcr g-equiv. of liver)

Wholc rnicrosomcs 19-4±2'2 7 5± 13 H±0'2 4H±%
Snicorh mvuibr.uic, 7'6± 1·5 35 ± 0·7 0·1 ±0'06 2'0±0's
Lighr rough rncmbruu« 2')±OH 0·')±O·3 IO±O'1 O±I·2
HL'JVY rough IIH:1IIbr;1I1t..':-' 45±OS 13±()'3 2·1±04 8·0±2·0
¡:rl'l.: pl)ly�ollll'� (j·H±U·2 U'U2 (j'5±0'1 25·2±6·(j
-----------------

*

,F.r.idIlJllJ(JOII (.H Clr¡¡u /) IJ\IIl:t{ ;-'pr,¡�ul·.D;¡,:",f('y r a ts of 150 10 1 HU � r�'J rJd fihHum

�,h:��,�;I:::',: �J,':,:::::�.r,t' I'tn¡'II( 1"1.11 Jlll11111H ,d h�'p'¡fll' IIlI, tUUlllln UUI JhuUI h(J(�.� llj' homog cu arc R N A ¡. r ecovcr cd

Table 3. HELATIVE RNA, I'HOTEIN ANll I'HOSi'HOLlI'ID CONTENT 01 MEMllHANE-BOUNIJ ANIJ

fHEE l<JllOSOMES I'HOM llllAIN ANll MUSCLE (Tata 1972)

Tisslle Fraaion RNA P-lipid RNA
Pro(l'i" Prtl{citl P-lipid

MCIlI branc-bound 0·13 0·23 0·55
Free polysomes 0·70 0·10 7·00
MCIlI brunc-bound 0·35 0·38 0''11
Free pul ysomes 0·27 0·10 2·()()

Brain

Musclc

Micruwm .. J $ub,fr;u.:tinm wcrc prq'J.r,cd • .\ dcscrrbcd in che rc xt. Each valuc i� 111(.' mvau of dupluarc dc n-rmm aruurs Ior
ti ro 12, preparanous of br aiu aud 4 ot rnusclc. Thc vanaucn W;¡S wuhin ± S�/u' Membr auc-bound (r;'¡l'(lOII (l·ft'r\ 'lllly
te rhe heavy rough microsomea' (from Andrews and Tara. 1971),

------------- -

TABLE IV Composition 01' Brain M icrosornal Subfructions.« (Kiang et al 19}§L_.
subfruction no. total

2 J 4 5 microsomes

sucrose rnolarity 0.5 0.7 0.9 1.1 pellet "

protein ('lb) 16<' 19 2¡¡ JO 7 lOO
RN A (¡.¡g of P Img of protein) 0.5 0.9 1.2 :2 ¡¡ 10.9 4.7

[Na+ -K +)ATPase 4.4 6.5 5.3 7.1 3.3 5.!:>

NADPH-cytochrome e reductase 0.65 0.36 0.27 (l.3 I 0.39 0.33

phosphodiesterase 0.41 0.50 041 0.2g 0.14 0.30

K+ -dependent phosphatase 1.9 3.2 3.0 2.5 0.86 2.2·

acid phosphatase 1.2 2.0 3.0 3.9 2.3 2.9

acetylcholinesrerase 3.4 5.7 3.4 2.g 2.2 9.4

• Mean valúes from three 10 five determinations. Enzyrnc activities i.lre exprcssed as urno] of substrato uulized or product Iorrned per mg
of protein per h. b Sedirnented through 1.3 M sucrose. " Only 35% 01' the proicin in t his sublrucuon rcscdirnerus wit h the rncmbranes used
for RNA and enzyme assays.



TABLAS V a y b (Tamai et al 1974)

TAIJU V a

Amounts ofProtein, R NA, Na,K -A T'Pase, and Lipid Classes in Rat Brain Submicrosomal Membrane Fractions

Protein RNA NU,K-A TPuse

mg/g wet wt

Subrnicrosornal rnernbrunes of t issue Recovery' ¡J.<;/g wet wt of tissue

%

Rough-surfaced 1.4 1.3 233

Heavy smooth-surfaced 3.5 3.2 62

Light srnooth-surfaced 3.4 3.1 14

Total 8.3 7.6 309

Cholesterol Phospholipid

¡J.g/g wet wt ¡J.g/g wet wt

Submicrosomal rnernbrunes of tissue Recovery of tissue Recovery

% %

Rough-surfaced 27 0.2 95 0.3

Heavy smooth-surfaced 565 3.4 1,749 4.6

Light smooth-surfaced 1,679 10.1 2,922 7.7

TOlal 2,271 13.7 4,766 12.6

¡<mol Pi
relc"sed/h/�
wct wt of
t lSSUC Rccovery

%

2.5 0.3

54.4 6.6

36.3 4.4

93.2 11.3

Lipid-Nzv N /\

¡J.�/g wet wt
of tissue Recovery

%

O 0.0

26 6.5
31 7.7

57 14.2

• Recovery of components with respect to brain homogcnate.

10

Na, K -ATPase (¡«mol/mg protein)
RNA (flg/mg prateinl

10.0 1000

Rough

HeavJ
Smooth

c::==J Na. K-ATPase

c::::J RNA

IIIIIEI!II CHOLESTEROL

� PHOSPHOUPIO

c:::=J CEREBROSIOE

Q1/�:<'¡:l LlPIO-NANA

Light
Smooth

001 01 10

LlPID (fl.mol /ms protein)

TARLE V b

Comparative Study of the Lipid Class Compositions in Rough- and Smooth-Surfaced Microsomal Membranes

Lipid class (urnol Zmg protein)
Na,K-/\TPase

RNA (¡J.g/mg (¡J.mol Pi Cholcs- Phospho- Ganglio-
Submicrosomal membranes protein) released/h/mg protein) terol lipid Ccrcbroside side"

Rough-surfaced 166 1.8 0.05 0.3 I ND 0.00

Heavy smooth-surfaced 18 15.5 0.42 0.70 0.0-0.02 0.03

Light smooth-surfaced 4 10.7 1.28 1.10 0.12 0.02

• Ganglioside con ten! is expressed as micromoles of lipid-bound NANA.
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Estas diferencias se acentúan al comparar con los datos obteni­

dos con los microsomas de cerebro de oveja (Got et al 1967)�

La presencia del RNA en las membranas microsomales se debe,

principalmente, al ácido nucleico de los ribosomas presentes

en ellas. Aunque existen proteínas constituyentes de los ribcr­

somas, la mayor parte de las proteínas microsomales se encuen­

tran incluídas en vesículas o bien, interaccionan con las mem­

branas y los lípidos que las constituyen (proteínas de membrana).
Muchas de las proteínas presentes en los microsomas tienen acti­

vidad enzimática, la cual se conserva tras el tratamientonor­

mal de aislamiento de los microsomas (Tata .1972.,. Tangen e t

al 1973).

El comportamiento de las proteínas de las membranas ha per­

mitido clasificarlas en dos grupos, basándose en la estabilidad

de la uni6n; son estos: las proteínas periféricas y las proteí­

nas constituyentes. Las proteínas periféricas se hallan unidas

débilmente a la membrana correspondiente, mientras que la uni6n

de las proteínas constituyentes con la membrana es estable y

suelen desempeñar funciones definidas. El distinto comportamien­

to parece, por tanto, residir en el diferente papel estructu­

ral de ambos tipos de proteínas.

1.2.1 PRO TErNAS CONSTITUYENTES

Las proteínas constituyentes "están unidas fuertemente a la

membrana y exhiben importantes interacciones con los lípidos
de la membrana" (Singer 1972, 1974). Singer, que propuso esta

d�visi6n de las proteínas de la membrana, considera .que, por

los criterios de la tabla VI, del 70 al 80% de las proteínas de

la membrana son constituyentes. Re c Lerrt emerrt e se han construi­

do sistemas por recombinaci6n entre bicapas fosfolipídicas y

proteínas constituyentes (Pink y Chapman 1979), como la cito-
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cromo oxidasa (Hoffman et al 1981) o la banda 3 de la membra­

na eritrocitaria (Lukakovic et al 1981).

TABLA VI
--------
--------

PROPIEDAD P. PERIFERICA P. CONSTITUYENTE

Condiciones para

disociarse de

Tratamientos suaves Se necesitan agentes

Basta con fuerza que rompan la unión

iónica elevada o hidrofóbica : deter-la membrana

quelantes de iones

metálicos.

gentes, dis. orgáni­

cos, iones caotrópi-

COSo

Asociación si­

multánea a lípi­
dos cuando se

Libre de lípidos

normalmente.

disocian

Asociada a lípidos
normalmente cuando

se solubiliza.

Soluble y molecu- Insoluble habitual-Solubilidad

tras la larmente disper­

sada en tampones

acuosos neutros.

, .

disociación

mente o agregada en

tampones acuosos

neutros.

Criterios de clasificación de las proteinas de membrana

(Singer 1974).

En determinadas ocasiones se evidencia que las proteinas

enzimáticas que son constitutivas, requieren lipidos para su

actividad (Singer 1974); tal es el caso de la 5'N purificada

de hígado de rata cuya actividad depende de los fosfolípidos

(Widnell y Unkeles 1968, Widnell 1974, Hardonk et al 1978 ) Q

No obstante, la aplicación de los criterios de la tabla VItie-
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ne �us limitaciones. Así, la acetilcolinesterasa se solubiliza

con NaCl 1,2 M, Y junto con ella se solubilizan lípidos, por

lo que habría que considerarla como una proteína constitutiva

y no periférica (Singer 1974). En otras ocasiones se obtienen

fragmentos, por digesti6n proteásica de enzimas constitutivos,
'

que son solubles, pero hay que tener en cuenta que aquéllos
son solo fragmentos de la proteína constituyente (Strittmat­

ter y Velick 1956, Strittmatter et al 1972, Singer 1974). Ave-
-

ces se requieren técnicas tan complejas como las de inmunoci-

toquímica para demostrar que la tubulina no es una proteína

constitu.tiva de la mem.brana granular de las células adrenales

en cultivo (Bader et al 1981).

Los ejemplos de proteinas constituyentes mejor estudiados

estructuralmente, los constituyen una proteína de la nembrana

eritrocitaria (Singer 1974), el citocromo b5 (Strittmattery Ve­

lick 1956, Strittma�ter et al 1972), y una glicoproteína del

virus de la estomatitis vesicular que, en la Lnf e ccí ón , se sin­

tetiza como un componente del RE rugoso (Lodish y Rothman 1979).

Todas ellas constan de une, "cola" rica en aminoácidos de ca-

racter hidrof6bico que penetra e interacciona con la parte no

polar de la bicapa lipídica.

En general, se concluye que las proteínas constit�yentes

son de carácter anfipático, con la parte hidrofílica expuesta

al medio acuoso y la hidrof6bica embebida en la membr-ana (Sin­

ger 1974) (figura 3).

(a) (b)

FIGURA 3.- ESQUEMA DE DOS DE LAS FOR­

MAS EN QUE LAS PROTEINAS CONSTITUTIVAS

SE FUEDEN ASOCIAR A LAS MEMBRANAS.

(a) Molécula simple

(b) Agregado de subunid�des

(Singer 1974).



Goñi et al (1977) en �� estudio eh el que comparan la hi­

drofobicidad de los aminoácidos que componen las proteínas

constituyentes, periféricas y citosolubles, concluyen que, en

el orden mencionado, la hidrofobicidad disminuye. Estos resul­

tados contrastan con el comportamiento de la C55 alcohol iso­

prenoides fosfoquinasa de Staphilococus aureus que tiene un

66% de restos aminoácidos no polares y es soluble. Por supar­

te, la caltrina (proteína constitutiva de membrana) solo con­

tiene un 46% de tales restos aminoácidos. En conjunto, parece

que sea más significativa la disposici6n de los restos aminoá­

cidos no polares en la estructura terciaria o cuaternaria de

las proteínas (Singe� 1974).

Los terminales hidrofílicos de las proteínas constitutivas,

que están expue st o s al medio acuoso y cuya conformaci6n nati -

va determina su actividad enzimática o antigénica, no se unen

a detergentes no i6nicos. Las porciones hidrof6bicas, embebidas

a la membrana, se unen a de t e r-gerrt e s no i6nicos y la uni6n hi­

dr6foba no afecta apreciablemente a la actividad. En contras­

te, los detergentes i6nicos, como el SDS, no solo dispersan las

proteínas de membrana, sino que las inactivan de forma análoga
a como sucede con las proteínas citosolubles (Singer 1974) •

Entre los ejemplos de proteínas constituyentes, merecen con­

siderable interés algunas responsables de las actividades en­

zi�áticas consideradas como marcadoras de orgánulos subcelula­

res del tejido hepático. Tanto la 5'Nucleotidasa (5'N) y la

adenilato ciclasa (marcadores de membranas plasmáticas), como

la monoamino oxidasa, la succinato citocromo e reductasa y la

citocromo oxidasa (marcadores de mitocondrias), o como la glu­

cosa - 6 - fosfatasa y la NADPH ci tocromo e reductasa (marcado­

res del RE y del aparato de Golgi) son consideradas proteínas

constituyentes y necesitan un tratamiento con detergente para

su liberaci6n de las membranas. La fosfatasa ácida, marcador
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En las membranas de cerebro no se han realizado estudios de

actividades enzimáticas tan extensas como en hígado. Ello, en

principio, es debido a la contaminación de las fracciones. No

obstante, es posible además, que el mapa de enzi�as marcadores

de orgánulos subcelulares en hígadO, en músculo y en cerebro

difiera'. en alguna medida. En las fracciones microsomales y

submicrosomales de cerebro no se estudia la glucosa - 6 - fosfa­

tasa (Morgan et al 1971, Tamai 'et al 1974, Kiang et al 1978),
considerado como marcador de la fracción microsomal de hígado

(Benedetto et al 1979). Exáctamente lo contrario ocurre con la

acetilcolinesterasa que se encuentra en microsomas de cerebro

de los lisosomas es considerada un enzima citosoluble, que se

libera del interior de los lisosomas al tratar éstos con un de­

tergente. Lo mismo ocurre con la glutamato deshidrogenasa que

se libera del interior de las mitocondrias. (Nakai et al 1969;

Weihing et al 1972; Benedetto et al 1979, Blume 1979)

Dallner y Nilsson (1966) han comprobado en hígado que, las

actividades específicas de glucosa - 6 - fosfatasa y NADPH ci to­

cromo e reductasa, en el neonato son más elevadas en el R.E ru­

goso que en el liso ,mientras ocurre lo contrario con la

ATPasa. En el adulto, en cambio, no hay diferencias marcadas

entre un tipo de membranas y otraso En estudios realizados en

hígado de primate (Erythrocebus patas) adulto y fetal, se ha

demostrado que los enzimas marcadores de membranas plasmática�

mitocondrias, lisosomas, peroxisomas y microsomas, se encuen­

tran en la fraccién nuclear, en la mitocondrial, en la micro­

somal y, a veces, incluso en la fracción soluble (Benadetto
et aL 1979). Nakai et al (1969) han discutido el que los enzi­

mas marcadores sean en realidad proteínas estructurales de

la fracción considerada. En la fracción de ribosomas o de po­

lisomas, no se pone de manifiesto lá presencia de ninguno de

estos enzimas (Tata 1972).
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y no se estudia en los de hígado (Tamai et al 1974, Morgan et

al 1971, Svensson et al 1972, Tata 1972, Weihing et al 1972,

Tangen et al 1973, Kiang et al 1978, Benedetto et al 1979) •

Además, los microsomas de cerebro tienen una fuerte actividad

Na - K - ATPasa (Tata 1972, Tamai et al 1974) y tampoco carecen

de la de NADPH - ci tocromo e reductasa ( Tata 1972). Al compa-

rar las cinco subfracciones microsomales aisladas por Kianget

al (1978), la mayor diferencia encontrada entre ellas es su

contenido en RNA mientras que las actividades enzimáticas en­

sayadas (entre ellas, la NADPH citocromo e reductasa, la Na-K- ,

ATPasa y la acetil colinesterasa varían en un margen no muy am­

plio.

La 5'Nucleotidasa, enzima del metabolismo purínico, que se ha

estudiado en este trabajo, se considera marcador de las membra­

nas plasmáticas (Evans y Gurd 1973; Depierre y Karnovsky 1974b;

Brake et al 1978, 'Bene de tt o et al 1979). No obstante, también

se acusa su presencia en otras fracciones subcelulares como en,

la nuclear (Reid 1964, Tjernshaugen y Gautvik 1976) y en los m�

crosomas (Song y Bodanski 1967, Widnell Y Unkeles 1968, Doss et

al 1979). Algunos autores han demostrado incluso' que la 5'Nu­

cleotidasa (5 'N) es un ectoenzima (Riemer y Widi'1.ell 1975, De­

pierre y Karnovsky 1974 a) aunque Zachowski y Aubry (1977) in­

dican que existe actividad 5'N ligada a la cara interna de la

membrana citoplasmática • Por su parte, Stanley et al (1980)

presentan evidencia de que existe una relación dinámica entre

el enzima intracelular y el localizado en la superficie celu-

'lar. En trabajos wuy recientes , Zachowski et al (1981) demues­

tran que la' 5'N de la membrana plasmática de células tumorales-­

es una proteína constituyente que atraviesa en su totalidad

la membrana.



-22-

1.2.2 PROTEINAS PERIFERICAS

Aunque Singer discute la existencia de tales proteínas, las

define como proteínas que aparecen d�bilmente unidas a su

membrana respectiva y parece que no interaccionan con los lí­

pidos de la membrana (Singer 1974).

Como ejemplos de proteínas periféricas existe el citocromo

c , el complejo de la e spe c t.r-í na y la o< -lactalbÚInina (Singer

1974, Deas et al 1978). El citocromo c, que está unido a dos

enzimas relacionados con la función del transporte electróni­

co, se obtienen libre de lípidos al tratar la membrana mito­

condrial interna con KCl 3 M·. La espectrina, de la membrana

eritrocitaria, es un complejo de cinco subunidades, de lascua­

les, al menos dos, se separan con EDTA 1 mM. La ot -lactalbÚIni­

na, antes considerada como proteína citosoluble, es un compo­

nente del complejo Lact o sa sintetasa de la glándula mamaria.

Según Singer (1974) estas tres proteínas están unidas a la

membrana respectiva por unión específica con una proteína

constituyente particular. La uni6n específica podría ser aná­

loga a la interacci6n entre las subunidades �. y f de la he�o­

globina. Así, estas proteínas perif�ricas serían co�o las cabe­

zas polares de las proteínas constituyentes. Tambi�n de lafrac­

ción microsomal de cerebro de buey se ha aislado una proteína
de membrana que es capaz de unirse a la calmodulina (Kakiuchi
et al 1981). Estas uniones se han comprobado de forma inequívo­
ca en bacterias (Singer 1972, 1974). Las bacterias. gram + por

tratamientos con lisozima, EDTA o choque osm6tico, liberan un

5% de la proteína total en forma de enzimas (5'N, fosfatasa

alcalina, ribonucleasa etc.), y de proteínas de unión periplas­

mática (PBP). Estas PBP son proteínas periféricas que, al pa­

recer, se unen a proteinas constituyentes e intervienen así en

el transporte específico de metabolitos a través de las mem-
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Son bastantes los trabajos que describen la interacción de

enzimas, tradicionalmente considerados como citosolubles, con

las membranas de la célula. �wmerosos enzimas glucolíticos se

aislan asociados, en parte, a estructuras subcelulares; el más

estudiado en este sentido es la hexoquinasa que se asocia a

la fracción mitocondrial de músculo pectoral de pollo (Sout­

hard y Hultin 1972 a y b) Y de cerebro de rata (Felgner yWil-

branas celulareso

8abffi pensar que las proteínas periféricas existen en dos es­

tados y solo se produce la unión en uno de estos estados. Ello

estaría en relación con la teoría de Masters (1977, 1978 a yb�
de los enzimas "ambicuos" 'que existen en dos formas en equili­

brio, una ,unida a la membrana y otra no. Así, la fumarato re­

ductasa se libera al tratar con U1 medio adecuado los esfero­

plastos prepar�dos a partir de células de Clostridium formicoa­

ceticum ; con este medio, la liberación de enzimas citoplasmá­

ticos (enzima málico o acetato quinasa) es mínima (Dorn et al

1978) •

Solo con la tabla VI, sin datos estructurales,no se puede

distinguir entre una proteína periférica y una proteína con­

taminante o una proteína constituyente poco embebida en la ma­

triz lipídica de la membrana (Singer 1974).

Incluso un'40% de las proteínas del transporte electrónico

se pueden solubilizar de las membranas por tratamiento con

agentes caotrópicos como el íon SCN (1) (Hatefi y Hanstein

1969). Toda proteína que "interaccione de forma hidrof6bicacon

la membrana podría ser una proteína constitutiva. Ello inclui­

ría a casi la totalidad de las proteínas citosolubles las cua­

les poseen manchas hidrofóbicas y son capaces de interaccionar

con geles que �oseen colas, hidrofóbicas (Cuatrecasas y Anfon­

sen 1971; Hofstee 1973, 1976; Hjerteen 1976).
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son 1977), con una elevada afinidad por las membranas microso­

mal y mitocondrial externa e interna (Spydevold y Borrebaek

1968). La aldolasa se asocia a la fracción membranosa subcelu­

lar de hígado (Roodyn 1957) y músculo de rata (Starlinger 196�

Arnold 1968) Y músculo de cone j o (Arnold y Pette 1968). También

la lactato deshidrogenasa (LDH), enzima que se ensaya como

marcador de la fracción citosoluble, se aisla asociada a la

fracción particulada subcelular de músculo pe ct or-aL (HuItin et

al 1972, Melnick y HuI tin 1973) Y de hígado de pollo (Sagris­
tá 1979), de IDÚ_sculo esquelético de ang�ila (Mattison et.al

1972) y de músculo esquelético de conejo (Fernández - Santos

1978)0 Más concretamente, en hígado de rata se ha descrito que

la LDH se localiza en los microsomas contaminantes de la frac­

ción mi tocondrial (Br-d'í c zka et al 1973 ) y en las membranas ex­

terna e interna de las mitocondrias (y no en la matriz) (Skil­
leter y Kun 1970).

La malato des-hidrogenasa (MDH) otra deshidrogenasa que como

la LDH se ha estudiado en este trabajo, también se asocia a

las membranas subcelular�s (aun cuando es preponderantemente

ci tosoluble). Se ha demostrado la exae t enc
í

a de este enzima

en la fracción submitocondrial "pesada" (membrana interna y

restos de matriz) de hígado de rata, mientras que la "ligera"

(membrana externa) carece de ella (Sottocassa et al 1967) •

Análogos resultados se han obtenido con corazón de cerdo (Com­

te y Gautheron 1978) Y con hígado de pollo (Elduque et al 1982).

Estos resultados están de �cuerdo con la interacción que exis­

te entre la MDH y los lí�idos de membrana como la fosfatidil­

colina, la cardiolipina y la lecitina (Dodd 1973, Comte y Gau­

theron 1978).

Otros enzimas citosolubles que se han encontrado en las frac­

ciones membranosas subcelulares, son la adenosina desaminasa

(ADA), la guanina aminohidrolasa (GAH). y la purinnucleósido
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fosforilasa (PNP), los cuales ihtervienen en el metabolismo pu­

rinico. Asi, se halla actividad ATIA (y también LTIH) asociada a

las subfracciones celulares y submitocondriales de cerebro de

rata y se observan aumentos de actividad al tratar previamente

las fracciones con trit6n X-lOO (Pull y McIlwain 1974). Lo

mismo ocurre con la GAH cuya actividad se encuentra en .Las frac­

cio:::J.es nuclear, mitocondrial "ligera" y "pesada" y microsomal

de cerebro de rata, y aumenta al añadir tritón X-lOO (Kumaret

al 1965). Con la PNP se ha demostrado que está presente en

la membrana plasmática y se ha sugerido que actúa como trans­

portador de nucle6sidos a través de la membrana, individual­

mente (Dowd et aL 1977) o junto con la hipoxantin- guanin fos­

forribosil transferasa HGPRT), otro enzima del metabolismo

de las purinas (Cohen y Martin 1977).

1.2.3 PROTEINAS DE MEr@RANA RELACIONATIAS CON LOS

COMPUESTOS PURINICOS. HIPOTESIS DE BURNSTOCK

Otro tipo de proteinas, enzimáticas o no, relacionadas con

el metabolismo de las purinas son. las que se encuentran como

receptores en la superficie celular. La elevada sensibilidad de

las membranas celulares de músculo liso y cardiaco frente alos

nucleótidos y nucle6sidos purinicos fué citada por vez primera

en 1929 por Drury y Szent - Gyorgy. Hol ton (1959) sugiri6 que

el ATP era liberado durante la estimulaci6n antidr6mica da los

nervios sensores. Se ha propuesto también que la adenosina es

un regulador fisio16gico del flujo sanguineo en diversos sis­

temas vasculares y que interacciona con receptores especificos

(Berne 1963, Schrader et al 1977). El ATP además, interacciona

con el receptor purinico (P2) ligado al transporte iónico en

células de epitelio renal cultivadas (Simmons 1981). El aporte

purinico por parte de la sangre (Lerner y Lowy 1974) ha sido

demostrado en células de médula ósea de conejo (Yamada 1961) •
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En ratas jóvenes existe una elevada incorporación de guanina en

las céJulas cerebrales; esta incorporación es mucho mayor que

la producida en células de ratas adultas y la guanina incorpo­

rada es metabolizada a guanosina y a nucle6tidos de guanina

(Nakagawa y Gureff 1973). También en linfocitos (Straus et al

1976) y plaquetas (Sixma et al 1976) humanas hay dos sistemas

de transporte de adenosina; uno de baja afinidad que permite

su fosforilaci6n a AMP y la suposición de una estrecha relación

del trans?ortador con la adenosina quinasa asociada a la mem­

brana (Rubio y Berne 1969). Al ser estas proteínas de trans­

porte, o relacionadas con él, deben" ser constituyentes, o al

menos, deben interaccionar con proteínas constitutivas de las

membranas.

Al centrar el estudio de: la influencia de los derivados purí­
nicos en el sistema nervioso, Burnstock en 1972 propuso lahi­

p6tesis del "nervio purinérgico". Segun esta teoría , un nu­

cleótido purínico, probablemente. el ATP, es un neurotransmisor.

En efecto, en el sistema nervioso autónomo y más concretamente

e.TI. el tracto gastrointestinal, dicho nucle6tido es el princi­

pal transmisor liberado de los nervios no-adrenérgicos y no-co­

linérgicos (Burnstock 1972 a y b; 1973). Desde la formulaci6n

de la hip6tesis, se han desarrollado un gran número de investi­

gaciones que la apoyan y se sugiere la presencia de nervios pu­

rinérgicos en una gran variedad de 6rganos, como pulm6n, trá­

quea' es6fago, ojos y sistema cardiovascular entre otros

(Burnstock 1975 a y b; Coleman 1973 a y b).

También existen detractores de la teoría, que se apoyan en

la dificultad de obtener pruebas rigurosas que demuestren la

hipótesis del nervio purinérgico. Ambache et al (1977 a y b )

opinan que a) el ATP está envuelto en una multitud de reaccio­

nes bioquímicas celulares entre las cuales está la de actuar

aSGciado a neurotransmisores clásicos; b) el ATP, a veces, pro-
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voca la liberaci6n de neurotransmisores de las sinapsis, como

lo puede hacer también el ión'K (I) o la tiramina, y c) no se

han encontrado drogas que bloqueen de forma específica los re-:­

ceptores o que potencien la acción de los transmisores puríni­

C0S (Ambache 1980).

Sin embargo, el conocimiento de los nervios purinérgicos es

aún escaso en comparación con la gran cantidad de trabajos acu­

mulados sobre los nervios adrenérgicas y colinérgicos. En los

tejidos en los cuales se ha demostrado la presencia de nervios

purinérgicos, éstos presentan en sus sinapsis vesículas morfo­

l6gicamente distintas de las de lo� otros tipos de nervios.

Así, aquellos muestran predominantemente "grandes vesículas

opacas" (LOV); los colinérgicos presentan "vesículas pequeñas

y claras" (AGV) y 'los- adrenérgicos tienen "vesículas granula­

res" grandes (LGV) y támbién pequeñas (SGV) .(Burnstock 1981

a y b).

Según Burnstock (1972 a y b, 1975'� -¿.T b , 1980, 1981- a y b)
las pruebas que hacen pensar en que el ATP es el transnisorli­

berado en los nervios no adrenérgico�, no colinérgicos y pre­

suntamente purinérgicos, son las siguientes: a) la síntesis y

el almacenamiento de ATP en los nervios y más concretamente en

las LOV; b) la Lí.be r-acLón de ATP cuando se estimulan los ner­

vios; c) la actuación del ATP exógeno aplicado que también

provoca respuestas post - sinápticas; d) la presencia en las

células nerviosas de ATPasa activada por el ión Mg (II), de

5'N Y de ADA, enzimas que metabolizan el ATP, Y e) la simili­

tud que ejercen algunas drogas tanto frente a la estimulaci6n

nerviosa como frente al ATP ex6geno añadido.

En el sistema nervioso central. (SNC) hay evidencias que apo­

yan la actuación de los n�clé6tidos y de los nucle6sidos depu­
rina como neurotransmisores o neuromoduladores (Burnstock 1975

b). Tanto si ello se confirma como si no, se ha demostrado la



-28-

importancia de tales compuestos dentro de la fQnción delSNC.

Por perfusión de ·neocortex de ,cobaya, se ha demostrado la

liberación de nuc�eótidos de adenina y de sus derivados meta­

bólicos, al someter el tejido a estimulación "in vitro" (P"'J..ll

y McIlwain 1972 a y b, 1973). La adenosina es capaz de regular

el flujo sanguíneo cerebral: tal como se ha probado en casos

de hipoxia (Berne et al 1974, Rubio et al 1975). Con estos y

otros resultados análogos, se ha sugerido un papel neurohumoral

para los derivados de adenina en el SNC (Heller y McIlwain1973,

Burnstock 1975 b). No obstante, se ha compr-obado últimamente '

que, la liberación de purinas no está relacionada con la des­

polarización sino que se produce en el periodo inmediato de

post - despolarización y a causa del movimiento de iones aso­

ciado (Ca (II) primordialmente) (Hollins et al 1980). También

existen casos de liberación de ATP y/o acetilcolina de sinap­

sis colinérgicas puras (Silinsky 1975, Morel y Meunier 1981).
A pesar de ello, las metilxantinas modulan la liberación depu­

rinas, por lo que es posible la existencjaen cerebro de recep­

tores específicos para estos compuestos purínicos (Stone et al

1981).

Hace tiempo que se conoce que, la aplicación de,adenosina o

de ATP a varias regiones del cerebro, produce cambios bioquí­

micos y electrofisiológicos (Babskii y Malkinan 1950, Galindo

et al 1967, Schneour y Hansen1971). Recíprocamente, al some­

ter a neuronas corticales a estimulación eléctrica, se libera

adenosina, la cual causa inhibición profunda de la excitabili -

dad de la corteza cerebral (Iversen et al 1971). También, el pa «

rási to urrí c e LuLar- (Trypanosoma cruzi) que produce la enferme­

dad de Chaga (con 'desórdenes neurológi,cos), no 'es capaz de

sintetizar su propia adenina (Fernández y Castellani 1958) ni

de efectuar la síntesis "de novo" de purinas (Gutteridge y Da- �
vies 1981), Y produce una anormalidad estructural de las vesí -

' 11
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culas grandes (LOV) en los nervios purinérgicos del intestino

de los pacientes (Tafuri y Maria 1970).

La importancia de los compuestos purínicos en la función del

SNC no se basa de forma única en las evidencias fisiológicas y

bioquímicas comentadas. Existen datos que conducen a pensar

que los nucleótidos y nucleósidos purínicos tienen un papel
esencial en aspectos del comportamiento y en desórdenes psi­

quiátricos (Burnstock 1975 b). La infusión de AlVIP en el hipo-
e

tálamo induce sueño físico. y electrofisiológico (Marley y Nis-

tico 1972). La inyección de ATP al ventricu.lo lateral de ce­

rebro de gato, produce debilidad muscular, ataxia y tendencia

al sueño. Cornford y Olendorf (1975) han demostrado que exis­

ten dos sistemas de transporte de purinas a través de la ba­

rrera hematoencefálica, uno para adenina y otro para adenosi­

na, guano s í.na , inosina y uridina; los autores ven en ello re-

1ación con la aciduria orótica, enfermedad hereditaria qua

provoca un crecimiento y desarrollo retardados.

También los nucleótidos de adenina han sido involucrados en

estados depresivos (Hansen 1972, Abdullah y McFarlane 1972, Mo­

yes 1973). En pacientes con estados esquizofrénicos o de de­

presión psicótica y neurótica, el nivel de ATP y/o de adenosi­

na es elevado en sangre, as I como el de AlVIP en orina (Paul et
e

al 1970, Brown et al 1972, Hansen 1972, Hansen y Koudi 1974).
También varia el nivel de nucleósidos en cerebro tras la ad­

ministración de antidepresivos (Halcak et al 1974).

Aunque queda mucho por investigar para conocer el papel exac­

to de las purinas en el SNC, dentro del aspecto bioquímico, es

preciso s e gu.í r' estudiando el me t abo Lí.smo purinico en cerebro.

En uno de sus aspectos, conviene investigar la localización y

el comportamiento de los enzimas del metabolismo purínico, en

fracción soluble y también en sinaptosomas y en vesículas si­

nápticas; también en microsomas que, en cerebro bovino, con-
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tienen parte de las vesículas y membranas sinápticas (Kakiu­

chi et al 1981)0 Ello ayudará a comprender ciertos aspectos

tales como la captaci6n de adenosina tritiada por ciertas cé­

lulas de corteza cerebral de varios orígenes, que es metaboliza­

da y trasladada , por flujo axónico, hasta los terminales ner ,,-'

viosos donde se liberan .inosina e hipoxanti�a (Trams y Lau­

ter 1975 , Schubert y Kreutzberg 1975). También es necesario

co�prender c6mo el aumento del nivel de hipoxantina e inosina,

a expensas del de adenosina en casos de isquemia cerebral, se

traduce en cambios electrofisio16gicos en dicho tejido (Klei­

hues et·al 1974). Recientemente se ha demostrado que tanto la

inosina como la hipoxantina se unen al receptor de la droga

benzodiazepina (relajante, hipn6tica y antoconvulsiva), con

una afinidad l�ayor en cerebro que en tejidos periféricos (Asa­
no y Spector 1979). Es de destacar además el ·hecho de que la

carencia genética de hipoxantin-guaninfosforribosiltransfera­

sa, produce el síndrome de Lesch - Nyham, con retraso mental,

automutilaci6n y muerte temprana (Lesch y Nyham 1964, Seegmil­

ler et al 1967).

Existen evidencias de que enzimas tales como la ade.nosina de­

saminasa, que se encuentran en la fracción soluble de prácti­

camente todos los tejidos, y también en cerebro, tenga otra

10calizaci6n subcelular más concreta. En células cerebrales en

cultivo, de varios orígenes, se ha encontrado par-a la ADA una

10calizaci6n subcelular paralela a la de la 5'N que es un enzi­

ma marcador de la membrana plasmáticél. (Trams y Lauter 1975).

Una 10calizaci6n subcelular más concreta de estos enzimas po­

dria explicar su probable acción de catabolizar los posibles

neurorre@�ladores purinicos (Burnstock 1981 a y b). Tanto la

Mg-Ca ATPasa como la 5'N son ectoenzimas que se encuen+r-an en

la superficie de gran variedad ·de células eucariotas. Trams y

Lauter (1975) no descartan una análoga 10calizaci6n para la

ADA, la cual no ha podido ser demostrada inequívocamente.
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1.3 EL METABOLIsmo DE LAS PURINAS EN CEREBRO

Las bases plÍricas, en el hombre, en los primates superiores,

en las aves, en los reptiles y en los insectos, son excretados

en forma de ácido "lÍrico, mientras que en otros seres de dife­

rente evolución, lo son como alantoi�a, urea o amoníaco. Es­

tas bases plÍricas provienen de la degradación de los nucleóti­

dos constituyentes de los ácidos nucLe
í

c o s y de otros nucleó­

tidos y nucléósidos purínicos celulares que están en continuo

recambio (Hershko et al 1967). Sin embargo, no todas las ba se.s

plÍricas son degradadas y excretadas ya que existen las rutas

llamadas de recuperación que las reutilizan·para incorporarlas

a los nucleótidos y nucle6sidos (figura 4).

No obstante, no todas las bases plÍricas presentes en los áci­

dos nucleicos, nucleótidos y nucleósidos proceden de la reuti­

lización de purinas, ya que existe la síntesis "de novo" de nu­

cleótidos a partir de precursores sencillos no "purínicos (Leh­

ninger 1978). Con ello, se alcanza en estado "quasi estacio­

nario" característico de los sistemas vivos en sus estadios de

madurez ya que existe un cierto equilibrio entre la cantidad de

bases p'..Íricas excretadas y las sintetizadas "de novo" (figura
4) •

Sin embargo, en el cerebro, donde la síntesis"de novo" es mu­

cho menor que en el hígado (Howard et al 1970, Wong y Henderson

1972), o en eritrocitoff donde es nula (Agarwal et al 1976), la

ruta de recuperación tiene mucha importancia, aunque el cono­

cimiento actual de alguno de los enzimas que intervienen en el

metabolismo gen�ral de las purinas (degradación ligada a la

vía de recuperación) así como de ciertas funciones que desarro­

llan, es muy escaso. El hecho de que las bases plÍricas puedan

ser utilizadas para la biosíntesis de nucleótidos y ácidos nu­

cleicos ha sido comprobado con compuestos marcados -qv.e- slrven de
""

••
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(1) Adenilsuccinasa E.C.4.3.2.2
(2) Adenilsuccinato sintetasa E.'C.6.3.4.3
(3) Adenina desaminasa E.C. 3.5.4.2

(4) Adenosina desaminasa E.C.3.S.4.4 (ADA)
(5) Adenosina fosforribosiltransferasa E.C.2.4.2.7 (APRT)
(6) Adenosirta quinasa E.C. 2.7.2.1

(7) AMP desaminasa E.C. 3.5.4.6
(8) CMP reductasa E.C. 1.6.6.8

(9) GMP sintetasa E.C. 6.3.4.1
(10) Guanina aminohidrolasa E.C.3.S.4.3 (GAH)
(11) Hipoxantin-guanin fosforribosiltransferasa E.C. 2.4.2.8 (HGPRT)
(12) IMP deshidrogenasa E.C. 1.2.1.14

(13) S'Nucleotidasa E.C. 3.1.3.5 (S'N)
(14) Purinnucle6sido fosforilasa �C. 2.1.2.4 (PNP)
(15) !antina oxidasa E.C. 1.2.3.2 (XO)
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trazadores. Así, se -ha demostrado la incorporación de la

15N-adenina a los ácidos nucleicos (Brown et al 1948). Por

otra parte, existen pruebas claras que evidencian esta vía de

"recuperación". Así, por ejemplo, hay microorganismos que re-:

quieren una o más bases púr-Lcas para su crecimiento (Magasa­

nik 1962) y el desarrollo de los carcinomas solo se inhibe par­

cialmente después de un tratamiento con fármacos que inhiben

totalmente la síntesis "de novo" de los nucleótidos purínicos.

Sin embargo, la importancia de la reutilización de las bases -,

púricas depende del tipo de célula, lo que sugiere que el ni­

vel, tanto de nucleótidos, nucleósidos y bases púricas pudie­

ra tener distinta significación "in vivo" dependiendo de la

especialización y del tipo de función que desempeñe la célula

(Schrader et al 1977).

�'..

Por. la vía de"recuperación" , las bases púricas son converti­

das en ribonucleótidos via fosforribósiltransferasa, con el

grupo ribosa que da el 5'-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP).
Los enzimas aislados que catalizan estas reacciones son la

adenin fosforribosiltransferasa (APRT) y la hipoxantín-guanín

fosforribosiltransferasa (HGPRT); la primera incorpora laade­

nina y la HGPRT la hipoxantina y la guanina.

Las bases púricas hipoxantina y guanina, proceden de la de­

gradación 'e interconversión de nucleótidos y nucleósidos. Sin

embargo, el origen de la adenina es desconocido y se cree que

su procedencia es de origen exogénico (Murray 1971), si oien

no se encuentra en cantidades apreciables en suero (Smith et

al 1977), au�que se ha podido obtener "in vitro" por hidró-

lisis de la adenosina en pequeqa cantidad por acción de la pu­

rinnucleósido fosforilasa (PNP) muy purificada (Zimmerman y

Hiech 1970).

Un segundo tipo de reacciones recuperadoras, está catalizada
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por la PNP mediante s� actividad transferásica que requiere

ribosa-l-fosfato (R-I-P) para transformar la guanina y Ja hi­

poxantina en los correspondientes nucleósidos. Este enzima ca­

taliza la reacción reversible de hidr61isis de los nucleósidos

guanosina e inosina a las correspondientes ba s e.s púricas li­

bres (Barker y Gillam 1960, Friedkin y Kalckar 1961, Gardnery

Kornberg 1967, Kim et al 1968 a, Agarwal et al 1969, Muraka­

mi et al 1971).

Pero las citadas vías de recuperación, tienen muy poca acti­

vidad "in vi tro" comparadas con las que representan los enzi­

mas degradativos que, por una serie de transformaciones, con­

ducen a los l1.ucleótidos y a los nucle6sidos, a la hipoxantil1.a

y·la xantina, las cuales dan lugar a la formación de ácidoúri­

co por acción de la xantina oxidasa (XO) en la mayor parte de

los tejidos. Sin embargo, en cerebro, la actividad de este;en�

zima es prácticamente nula si bien algunos autores y por méto­

dos nuy sensibles, fluorimétricos, han indicado que existeuna

pequeña cantidad en cerebro de rata (Markley et al 1973). Con

ello, el producto final de la degradación en cerebro no es el

ácido úr;ico, sino la xarrt í.na y la hipoxantina, siendo, al me­

nos esta última, susceptible de ser recuperada vía HGPHT.

Esto conduce a pensar en la existencia de interacciones pro­

fundas que dependen de la función característica del tejido.

De un lado, la poca o nuLa actividad XO en cerebro, hace pen­

sar en una mayor recuperación de purinas que es lógica al ser

muy deficiente la síntesis "de novo" en este 6rgano (Howard et
al 1970). Por otro lado, también se sugiere la posible toxici­

dad del ácido úrico para el tejido nervioso en general o el ce­

rebro en particular. Por último, se debe considerar el papel

purinopoyético del hígado (Lerner y Lowi 1974 , Pritchard et

al 1975), confirmado en médula ósea de conejo (Yamada 1961) y

que aporta vía sangre nucleótidos, nucle6sidos y bases púricas
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a diversos tejidos paliando así el efecto de una alta degrada­

ción frente a una pequeña recuperación y casi nula síntesis

"de novo" en' algunos tejidos, incluido el cerebro.

Por otra parte, pudiera muy bien suceder que las rutas de­

gradativas se hallasen de alguna forma reguladas, siendo su

actividad ilin vitro" s1J.perior a la que exhiben "in vivo". Así,

tanto la guanina como la hipoxantina proceden de la degrada­

ción
.

de los nucleótidos y al considerar la degradación de es­

tos "in vivo" hallamos, en primer lugar, el IMP· como eje cen­

tral de la síntesis"de novo" de las purinas (figura 4). Este

puede, o bien degradarse a inosina por acción de la 5'N, o

bien transformarse en AMP o en GlVIP; los cuales podrían incor­

porarse a los ácidos nucleicos o a otros nucleótidos relacio­

nados (ATP o GTP, por ejemplo), o degradarse, asinüsrno por ac­

ción de la 5'N, transformándose en adenosina y guanosina res­

pect�vamente. A su vez, la adenosina, puede fosforilarse a p�

por ac c í.ónjde una quí.nasa muy específica (Smi th et" al 1977 ,

Agarwal et al 1976) o bien, degradarse (con la misma velocidad

"in vitro" en hepatocitos de rata (Smith et al 1977) ) por ac­

ción de la adenosina de saminasa , transformándose en inosina.

Po s t e r-Lor-merrt e , los nucleósidos formados (guanosina e inosina),
pueden ser 'convertidos en las bases púricas libres (guanina e

hipoxantina� respectivamente) por acción de la PNP, y finalmen­

te, la'�2anina puede ser transformada en xantina por la GAH. Si

no hay xantina oxidasa, la vía degradativa concluye aquí y no

se produce ácido úrico.

Así pues, la vía degradativa es intrincada y compleja pudien­

do estar sometida a regulación de todo tipo en cada uno de los

enzimas implicados.

En los mamíferos, en experimentos realizados "in vitro", pre­

valece la transformación a xantina, y es el cerebro el órgano
q1J.e presenta una actividad más alta de GAH (Kumar et al 1967,
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1970, 1972), lo que sugiere que la xantina, y también la hi­

poxantina no recuperada, son evacuadas del cerebro por el to­

rrente sanguíneo tras superar la barrera hematoencefálica. A

un posible nivel elevado de xantina en el cerebro no se leha

podido asignar un papel fisiológico'y cabe esperar que la de­

saminación de la guanina esté sujeta a una regulación intrace­

lular muy concreta en el cerebro.

Como todas estas vías han sido estudiadas "in vitro" y con

enzimas parcialmente purificados, cabe pensar en la posibili­

dad de extrapolación de los resultados al sistema "in vivo" •

Henderson et al (1977) hicieron un estudio "in vivo" sobre el

comportamiento de los enzimas del metabolismo purínico traba­

jando con células intactas y hallaron casos en los que la ex­

trapolaci6n de los resultados obtenidos en homogeneizados con­

cuerdan con los obtenidos en célula.s intactas, mientras que en

otros muchos casos hallaron resultados discrepantes.

Al extrapolar los resultados de los enzimas estudiados "in

vitro" al comportamiento de los enzimas en células intactas,

se han de tener en cuenta todas las nosibles desigualdades en-
..

.

tre los sistemas "in vivo" e "in vitro", como pueden ser:

(a) Vías metabólicas interrelacionadas

(b) Actividades intracelulares de los enzimas

(c ) Regulación enzimática tanto a nivel meta-

bólico como genético

(d) Concentraciones intracelulares de metabo-

litos.

Los mismos autores sugieren (Henderson et al 1977) que el

esquema de la figura 4 tiene limitaciones y que, aun cuando

es correcto no es completo; ya que se omiten las vías de sín­

tesis y el catabolismo de los coenzimas nucleotídicos, ytam­
bién hay procesos que pueden ser catalizados por más de un en­

zima, dando lugar a nuevas vías del metabolismo de purinas.
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Se conocen muchos casos en los qua se manifiesta la impor­

tancia de las vías alternativas del catabolismo de los subs­

tratos tanto en células intactas como en incubación "in vi tro".

Así, se puede demostrar la actividad de la HGPRT en extractos

. de cerebro de ratón con altas concentraciones de guanina y de

PRPP, pero esta reacción no ha podido ser demostrada en frag­

mentos de tejido de cerebro de ratón incubados "in vitro"

(Wong y Henderson 1972). También "in vitro", la guanina es de­

saminada tan rápidamente a xantina por la GAH que casi no per­

mi te recuperar la guanina a GIVIP por la HGPRT.

Igual .ocurre' para la síntesis de nucleótidos a partir de la

hipoxantina en células que tienen apreciable actividad XO; y

para la adenosina en células en las que haya gran actividad

ADA. Se han hecho estudios para comparar la velocidad de for­

mación de nucleótidos a partir de precursores purínicos ra­

dioaptivos en células intactas (Smith et al 1977), pero es

enormemente complicado debido a las diferentes alternativas

que hay por el substrato marcado dentro del metabolis�o purí­
nico.

También las concentraciones intracelulares del substrato

'pueden li�itar la actividad de los enzimas. Tal es el caso de

la formación de nucle6tidos por la APRT y la HGPRT en células

intactas, ya que la velocidad de síntesis es solo el 22% de la

actividad total encontrada en homogeneizados (Henderson et al

1975 a). Esta diferencia puede ser debida además de a las ba­

jas concentraciones de adenina, guanina e hipoxantina, a la li�

mitaci6n del PRPP asequible, dado que este se encuentra en

muy baja concentración en las células y que su síntesis está

regulada por la concentración de fosfato extracelular.

La diferente actividad que muestran los enzimas en extrac­

tos y en células intactas también puede ser debida a la alter­

nativa de que los substratos sean utilizados en la ruta anabó-
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lica o en ía catab6lica, con atenci6n especial a la reacci6n

reversible que cataliza la PNP. La 10calizaci6n intracelular

de los enzimas y de los substratos, la presencia de inhibido­

res o activadores, el medio i6nico y el entorno hidrof6bico

son factores a tener en cuenta.

A pesar de todo ello, hay evidencia de que algunos enzimas

tienen actividades análogas en las c�lulas intactas y en ,los

homogeneizados (Henderson et al 1975 b). Tambi�n se han for­

mulado muchas hip6tesis sobre el papel regulador que juegan

estos enzimas en las células intactas y, en algunos casos, se

ha demostrado (BagDara et al 1974).

Con estas y otras evidencias, como las deficiencias ligadas

a la carencia de tipo genético de alguno de estos enzimas (Ho­
ward et al 1970), la i��unodeficiencia por carencia de ADA, o

PNP � 5'N (Ackeret et al 1976, Siegenbeek et al 1976 a y b,

Van del" Weyden y Kelley 1976,. Van der Weyden et al 1976, Bu­

rridge et al 1977, Carson et al 1977, Dinescu-Romalo et al 1977 ,

Hirschorn y Sela 1977, Edwards et al 1978 a y b, Gadjus et al

1978), el distinto nivel enzimático segQn el tejido en estu­

dio; la modificaci6n de este nivel durante el desarrollo (Klu­

ge et al 1974), en las transformaciones neoplásicas (Formeis­
ter y Tritsch 1976, Dinescu-Romalo et al 1977) en 'la diabetes

(Israelson y Tengrup 1980), y dependiendo de la dieta (Lee et

al 1973; Kumar, Sitaramaya y Krisl��an 1970, Panda et al 1962,

Sitaramaya et al 1974, Kizaki y Sakurada 1977), hace pensaren

una regulación a nivel gené t í.c o , tanto de síntesis de proteí­
nas como de represi6n y des-represi6n de los genes que codi­

fican estos enzimas (Hitchings y Falco 1944, Scazzochio yDar­

lington 1968, Howard et al 1970, Ackeret et al 1976, Formeis­

ter et al 1976, Edwards et al 1978, Gadjus et al 1978).

Los enzimas que se han estudiado en este trabajo, relaciona­

dos con el catabolismo de las purinas, han sido, la ADA, la
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GAH, la 5'N y la P��.

La adenosina de ea.n.í.nasa (ADA, f
í

gur-a 4) se halla ampliamen­

te_ difundida en la naturaleza con una función primordial en la

degradación de los ácidos nucleicos y ,de Lo s nuc Le
é
t í.do s de

adenina. Así, en eritrocitos, al incubarlos con adenosina, se�

obt�enen fllildamentalmente, NH3 e IMP, mientras que la misma

incubaci6n, con inhibidores de la ADA, permite la incorpora­

ción de la adenosina al acervo de los nucle6tidos de adenina.

No obstante, su funci6n no es la misilla en todos los tejidos ya

que se ha demostrado que la extensi6n de la inhibici6n "in vi­

vo" por 2'-desoxicoformicina (análogo de la adenosi�a), es de­

pendiente del tejido (Tedde et al 1979).

La ADA se encuerrtr-a en prácticamente todos los tejidos ani­

males (Giusti 1974, Adams y Harkness 1976, Van der Weyden yKe­

lley 1976) tanto de mamíferos (Brady y O'Conell 1962, Osborne

y Spencer 1973, Cartier y Hamet 1976, Chang y Glatzko 1976,

Siegenbeek et al 1976, Carson et al 1977, 'Daddona y Kelley 1977,
Fonoll 1981), aves (Hoagland y Fischer 1967), anfibios (Ma y

Fischer 1968) o incluso moluscos (Aikawa 1959, 1966; Umemori­

Aikawa y Aikawa 1974; Aikawa et al 1977, Aikawa y Aikawa 1981).
Si bien se halla fundamentalmente en la fracción soluble, su

presencia en otras fracciones subcelulares se ha discutido.

Jordan et al (1959) ioealizan la actividad ADA en la fracci6n

soluble de cerebro de rat6n y de roedores y encuentran que, el

65,3% de la actividad en cerebro de conejo está en la fracción

soluble y el 32,2% en el residuo de células rotas (núcleos, mi­

tocondrias y microsomas); en las mitocondrias se localiza el

9,5% y el 10,1 en la fracci6n nuclear. Mustafa y Téwari (1970),
han indicado la existencia de una actividad latente en la frac­

ción mitocondrial de cerebro de rat6n y que se pone de mani­

fiesto al tratar con trit6n X-lOO. Por centrifugación diferen­

cial localizan el 96% de la actividad total en la fracci6n so-
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luble, con una distribución muy parecida a la de la GAH. Sin

embargo, Pull y McIlwain (1974) sitúan la actividad ADA que

Mustafa y Tewari (1970) encuentran en la fracción mitocondrial,

en los sinaptosomas que se aislan con la fracción mitocondrial

bruta. Van der Weyden y Kelley (1976) han encontrado actividad

ADA asociada a las membranas microsomales en tejidos de pro­

cedencia humana. Por su parte, Polyakowa y Malisheva (1961),
localizan la actividad ADA en la fracción soluble de cerebro

de conejo, si bien hay más en la materia blan�a, seguida de la

médula espinal, cerebelo, materia gris y nervio ciático.

Ya se ha señalado el importante papel de los nucleótidos de

adenina y de la adenosina ; por ello, fisiológicamente, la ADA

es especialmente importante en este tejido. Así, en casos de

deficiencia de ADA se produce una sobreexcitación nerviosa

(Burnstock 1975 b). También el papel de la ADA merece ser des�

tacado en el metabolismo de los elementos fornes de la sangre,

ya que su deficiencia, en el honbre, provoca inmunodeficien­

cia ; sin embargo, no se ha establecido de forma inequívoca

que, la adenosi�a o la desoxiadenosina, por sí mismas, sean

tóxicas para los linfoblastQs o para los linfocitos (Benke y

Dittmar 1976, Carson et al 1976, Dinescu-Romalo et al 1977 ,La­

pi y Cohen 1977, Lillie y Cohen 1977 , Hersfield et al 1977,

Hersfield y Kredich 1978, Grunwald et al 1978, Snyder et al

1978, Worthmann et al 1979, Thuillier et al 1981). Mills-ét al

(1981) han descrito la ausencia de ADA eritrocitaria no ligada

a inmunodeficiencia. También existen casos de una superproduc­

ción excesiva de ADA con síndrome de anemia hemolítica. La en­

fermedad es hereditaria y la hemolisis puede ser debida a una

incapacidad en la reutilización adecuada de los nu�leótidos de

adenina, de la cual, los eritrocitos, incapaces de la sínte­

sis "de novo", son muy dependientes' (Valentine et al 1977).
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La guanina aminohidrolasa (GAH, figura 4) se halla amplia­

mente distribuida en la naturaleza y se encuentra en bacterias

(Rabinowitz y Barker 1956), invertebrados (Davies 1959), pe­

ces (Roy 1966) y mamíferos (Schmidt 1935, Galilea 1981). En

los mamíferos, la actividad se -halla prácticamente en todos

los 6rganos (Lamirande et al 1958, Bendich 1955), aunque es

en cerebro donde se halla en mayor proporci6n. Así, Talwar

(1961) demostr6 que, en rata, la actividad de este tejido es

dos veces superior a la de hígado y muy superior a la de otros

6rganos. Sin embargo, en cerebro de cobaya y de conejo, la ac­

tividad no es comparativamente tan elevada como en rata y en

ratón (Vilella 1971, Audy et al 1969).

Kumar et al (196J, 1966, 1967 y 1972) encuentran que la ma­

yor cantidad de actividad GAH se halla en la fracción soluble

de cerebro de rata, pero 'que' también está presente en la frac­

ción �articulada, siendo la fracción mitocondrial ligera espe­

cialmente rica. Además, en la fracción mitocondrial pesada, se

halla una proteína adicional que actúa de inhibidor natural

del enzima de la fracción soluble y no del mitocondrial (Ali
et al 1974). Se ha indicado que, en la fracci6n soluble de ce­

rebro de rata, se encuentran dos formas del enzima, A y B, que

se pueden separar por cr-omat ogr-af fa en DEAE - celulosa (Kumar

et al 1972). Estudios cinéticos, inmunoquímicos y electroforé­

ticos, revelan que el enzima mitocondrial es análogo a la for­

ma A citosoluble (Neu y Winshell 1970).

Debido al activo recambio de los nucle6tidos y nucle6sidos

de guanina (Mansoor et al 1963, Josan y Krishnan 1968, Sita­

ramaya et al 1974) así cono a que el 32p se incorpora más anu­

cleótidos de g�anina que a ATP en cerebro de rata estimulado

eléctricamente (Mansoor et al 1963), la GAH debe ser un enzima

regulador del nivel de estos nucle6tidos y nucle6sidos de gua­

nina. Josan y Krishnan (1968) han asignado al isoenzima B de
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higado de rata y al A de cerebro de rat6n�n papel ._catabóli­

co al estar regulados por GTP o alantoina. Por el contrario,

el isoenzima A de higado de rata y el B de cerebro de rata y

de ratón, pueden ser biosintéticos y producir xantina de ma­

nera re��lada (Krishnan y Kumar 1973). Existen casos de xan­

tinuria en los que parece qua. el inhibidor mitocondrial del

enzima juega un papel principal, y Kumar (1970) postula que su

ausencia total o parcial puede hacer que la xantina oxidasano

pueda convertir toda la xantina, procedente de la actividad

GAH, en ácido úrico. Hay evidencia de una posible relación en­

tre la deficiencia o ausencia del inhibidor mitocondrial en

cerebro humano, con un acusado retraso mental e incluso muer­

te (Kumar y Ra thi 1976). Por úl'timo, cabe destacar que, en los

tejidos de cerdo, la mayor actividad GAH se encuentra en ce­

rebro' mientras que está ausente en hígado, riñón, bazo, cora­

zón y sangre (Rossi et al 1978, Carp�ne et al 1976). Una de­

ficiencia del enzima, que provoca síntomas de gota por acumu­

lación de guanina en las articulaciones, puede ayudar al ma­

yor esclarecimiento de su papel fisiológico (Bendich 1955).

_ La 5'Nucleotidasa (5'N, figura 4) es especifica para 5'ribo­

nucleótidos y 5'desoxiribonucleótidos monofosfato de purina.

Su actuación se centra en el primer eslabón del catabolismo de

los mononucleótidos procedentes de los ácidos nucleicos o de

los restantes nucleótidos, hacia la producción de ácido úrico.

A su actuación ,ayudan dos fosfatasas inespecíficas que también

pueden desfosforilar los mononucleótidos : la ácida y la alca­

lina (Hasunuma e Ishikawa 1977, Tjernshaugen 1978). En tejido

hepático de rata también existe un enzima con actividad 3' y 5
'

Nucleotidasa tanto para ribo como para desoxiribonucleótidos,
si bien es mucho menos especifico para los 5'ribonucleótidos

(Tjernshaugen y Fritzson 1976).
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La 5'N se halla ampliamente difundida en todas las especies

animales, desde microorganismos (Dvorak y Heppel 1968, Hasu­

numa ··e Ishikawa 1977, Holy y Plsek 1976) hasta en el hombre

(Song y Bodanski 1966), pasando por toro (Bodanski y Schwartz

�963, Levin y Bodanski 1966), pollo (Itoh et al 1967, 1978;
Naito y Tsushima 1976), rata (Fritzson 1968, 1969; Fleit etal

,

1975; Riemer y Widnell 1975; Carraway et al 1976, Nakamura

1976; Van der Berghe et al 1977; Tjernshaugen 1978), rat6n(Su­

ran 1973), cerdo (Burger y Lowenstein 1970, 1975; Dornand et

al 1977), buey (Losowsky 1966, Mallol 1981), cordero (Ipata
1967) y otras especies (Zachowsky .e t a.L 1977 a y b).

Se ha demostrado su amplia distribuci6n en todos los teji­
dos de una misma especie. En tejidos humanos, los más ricos en

5'N son el tiroides, las paredes de la aorta, el testículo y

el cerebro (Reis 1950, 1951). En los diferentes tejidos de ra­

ta, el bazo es el que exhibe la máxima actividad específica,

que es muy alta en timo y en la mucosa del intestino delgado,

y es notable en médula 6sea, páncreas, riñ6n, testiculo, pul­

m6n e hígado. En cerebro y en coraz6n , la actividad es algo

menor (Tjernshaugen y Fritzson 1976). No se ha detectado acti­

vidad 5'N en suero de rata (loe cit).

Su distribución intracelular depende del medio usado en la

homogeneizaci6n. Si ésta se hace con detergentes, se obtiene

evidencia de la existencia de mayor actividad 5'N no encon­

trada al utilizar los métodos corrientes (sacarosa isot6nica)
en h�gado de rata y pollo (Tjernshaugen y Gautvik 1976, Tjerns­

haugen y Fri tzson 1976, . Itoh et al 1978, Naito y Tsushima 1976).

Ello es debido a que la 5'N se considera un enzima de membra­

na que es marcador de la membrana plasmática (Evans y Gurd1971

Depierre y Karnovsky 1975 a y b , Brake et al 1978). También se

acusa su presencia en otras fracciones subcelulares como enlos

núcleos (Reid et al 1964, Tjernshaugen y Fritzson 1976) y los
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microsomas (Song y Bodanski 1967, Widnell y Unkeless 1968,
Doss et al 1979), aunque se ha estudiado sobre todo en la

fracci6n soluble citoplasmática (Fritzson 1968, Naito y Tsu­

shima 1976, Van der Berghe et al 1977, Itoh et al 1978). En

cultivos celulares de Bacillus subtilis K, la actividad 5'N

aparece tanto en la fracci6n citoplasmática como en la mem­

brana plasmática y en la pared celular, así como en el medio

extracelular (Shiio y Ozaki 1978). Algunos autores han demos­

trado que la 5'N es un ectoenzima (Castellino y Barker 1968,
Riemer y Widneli 1975); sin embargo, Zachowski y Aubry (1977)
indican que: existe actividad 5'N ligada a la cara interna de

la membrana citoplasmática. Por su parte, Stanley et al (1980)

presentan evidencia de que existe una relaci6n dinámica entre

el enzima intracelular y el localizado en la superficie celu­

lar. Recientemente, por técnicas inmunoquímicas, se ha demos­

trado que la 5'N es una proteína que atraviesa la membrana

además, su cara hidrolítica puede' _estar' orientada hacia el

exterior o hacia la cara ci toplasmática según la célula (Za­

chowski et al 1981). Se ha probado también la existencia de un

enzima soluble, otro unido a membrana y otro lisosomal en hí­

gado de rata (Naito y Tsushima 1976); así como la existencia.

de un enzima soluble, otro microsomal, otro ligado al axoplas­

ma (asociado con mielina) y otro en la membrana plasmática de

cerebro de ratón (Suran 1973)0 Pechan (1970), en cerebro de

cobaya encuentra actividad 5'N en todas las subfracciones ce­

lulares, especialmente en los sinaptosomas, aunque la mayor

actividad especifica se halla en la fracción de mielina.

La actividad de la 5'N, enzima de la primera etapa del cata­

bolismo purínico (fi��ra 4), parece que es�á relacio�ada con

la velocidad de recambio de los ácidos nucleicos, o sea, con

la vida media de la célula mas que con su actividad (Tjerns-,
haugen y Fritzson i976). Por otra parte, la 5'N está más regu-
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lada que la ADA y es inhibida por trinucle6tidos, principal­
mente por ATP (Ipata 1967, 1968; Murray y Friedrichs 1969;
Fox y Marchant 1976). Esta inhibici6n incide en el metabolis­

mo de las purinas y los ácidos nucleicos, pero también en la

síntesis de coenzimas (Murray y.Friedrichs 1969, Fritzson

1978) •

Como es un enzima que se encuentra en la membrana plasmáti­

ca, a veces su actuación es acorde con su 10calizaci6n. Así,
en casos de anoxia, con disminución de ATP, la 5'N de la su­

perficie �e los miocitos coronarios, se desinhibe y produce

mayor cantidad de adenosina, la cual produce una vasodilata­

ci6n que contrarresta el efecto (Burger y Lowenstein 1970, 1975,
Fox y Marchant 1976, Frick y Lowenstein 1976, Heyliger et al

1981, Saito et al 1981). En linfocitos, se ha establecido

que la ·5'N es un ectoenzima que regula la entrada de AlVIP en

los mismos, al transformar este metabolito en adenosina, que

es la que se incorpora (Flei t et al 1975, Dornand et al 1979 ).
En adipocitos de rata se ha demostrado que la adenosina puede

regular la captaci6n de P. (Ohisalo y Stouffer 1981) y tanto
l

en estas células (Newbi et al 1975) como en la superficie ex-

terna de las células muscuLar-e s (Woo y Manery 1975) se degra­

dan mononucle6tidos por acción de la 5'N. En cerebro también

se ha demostrado que la 5'N es un ectoenzima (Trams y Lauter

1975) y se ha sugerido que el enzima, en los nervios purinér­

gicos,
.

desempeñe un papel de inactivaci6n parecido al de la

colinesterasa en los nervios colinérgicos (Burnstock 1972,

1981ayb).

Su deficiencia en los linfocitos, ligada al.cromosor:2a X,

produce agammaglobulinemia (Edwards et al 1978 a y b) Y tam­

bién su actividad está muy disminuida en las leucemias y en

las mononucleosis infecciosas (loc cit). También su carencia

o su disminuci6n de actividad en los eritrocitos está relacio-
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nada con la anemia hemolítica hereditaria (Valentine et al

1974, Harley et al 1978, Buc et al 1979, Shinohara y Tanaka

1979), o la adquirida por intoxicación por plomo (Valentine
et al 1976). Su ausencia acarrea la acumulación de nucleó­

tidos en los eritrocitos (Paglia y Valentine 1975).

La purinnucleósido fosforilasa (PNP, figura 4) es bastante

específica para guanosina e inosina, aunque también puede

reaccionar con los restantes ribo ydesoxirribonucleósidos de

purina (Friedkin y Kalckar 1961, Gardner y Kornberg 1967, Kim

et al 1968 a, Agarwal y Parks 1969). Así, la PNP puede ser­

vir para recuperar R-I-P o dR-l-P. El R-l-P se puede conver­

tir. en R-5-P, que puede ser usado en las demandas energéti­
cas de la célula o puede reaccionar con e� ATP para dar PRPP.

El PRPP es un intermediario clave para la biosíntesis de 5'-rl­
bonucleótidos monofosfato y también puede ser utilizado por la

HGPRT o la APRT en la vía de recuperación de purinas (Parks y

Agarwal1972).

Aunque las reacciones de transfe�encia 'que catalizan enzi­

mas hidrolíticos son irreversibles, la reacción catalizadapor
la PNP puede actuar en ambos sentidos (figura 4) (Kim et al

1968 b, Krenitsky et al 1968 a).

La PNP se halla ampliamente difundida en la naturaleza, en

bacterias (Engelbretch y Sadoff 1969, Imondi et al 1970, Bea­

chan y Pritchard 1971, Murakami 1971, Serra et al 1971, Jen­

sen 1976, 1978; Edwards et al 1978 a), aves (Murakami y Mit­

sui 1971, Manzanero 1978, Mora 1982) y mamíferos (Barker y Gi-

11am 1960, Yamada 1961, Kishi 1969, Krenitsky et al 1967,

1968 a y b; Lewis y Glantz 1976); se ha estudiado sobre todo

en eritrocitos humanos (Kim et al 1968 b; Krenitsky et al 1968

a y b; Sheen et al i968; Pinto 1970; Agarwa1.y Parks 1971; Ra­

machandran e Iver 1976, Siegenbeek et al 1976).
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La actividad de la PNP varía según el tejido y en rata, la

mayor actividad la presenta el hígado, mientras que en cere­

bro no se ha ensayado comparativamente la actividad, y en C9-

razó:n es nula (Kishi 1969, Imondi et al 1970). Sin embargo,

Stern (1952) encuentra una elevada actividad del enzima en

músculo cardíaco de buey •

En rata, en todos los tejidos estudiados, el enzima está en

la fracción soluble y nunca en la nuclear (Kishi 1969).

En Bacillus cereus se encuentran dos Pl� diferentes, una en

la célula vegetativa y otra en la espora (Gardner y Kornberg

1967, Gilpin y Sadoff 1971). En Bacillus subtilis existen dos

enzimas distintos; una PNP específica para guanina e hipoxan­

tina y una adenosin fosforilasa específica para adenosina

Hay evidencia de que, en células humanas debiera existir este

segundo enzima, pero no se ha encontrado adenosin fosforilasa

en organismos superiores (Jensen 1978). La PNP, al poder ac -

tuar tanto en la vía biosintética como en la catabólica, es

esencial para la reutilización de ribo y désoxirribonucle6sidos

de purina en células donde falta la síntesis "de novo" de nu­

cleótidos purínicos -_ (Glantz y Lewis 1978, Stoeckler et al

1978); éstos pueden obtenerse tanto a partir de los nucle6si­

dos, por acción de quinasas, como de purinas vía HGPRT o APRT

(Korn y Buchanan 1955). La formicina A (análogo de la adeno­

sina) inhibe al enzima tanto en homogeneizados como en.eritro­

citos intactos. Ello apunta al papel de la PNP como regulador

del metabolismo desde otro punto de vista, ya que interviene

en el transporte mediado a través de membrana (Chao 1976, .

Sheen et al 1968, Cohen y Martin 1977, 'Dowd et al 1977, Mura

et al 1978). Tanto en polioma como en fibroblastos y eritro­

citos humanos, se ha evidenciado la existencia de dos trans­

portes de inosina a través de membrana (Sheen et al 1968, Dowd

et al 1977, Parks et al 1981). Solo uno de ellos es mediado y
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requiere una fosforilasa específica, o sea, una PNP que, en

fibroblastos, es inhibida por exceso de inosina y que actúa

ligada a una fosforribosil. transferasa que, al incorporar hi­

poxantina a la célula, es una HGPRT. En conjunto, la inosina

extracelular se incorpora al interior de la célula en forma

de R-I-P y de IMP, estando el P. y el PRPP aportados por el
. J_ .

medio intracelular (Cohen y Martin 1977).

Su deficiencia, total o parcial, está ligada, como en el

caso de la ADA y la 5'N, a inmunodeficiencia (Edwards et al

1978 a y b; Siegenbeek et al 1976 .b). Los pacientes tienen

una hiperactiva síntesis "de novo", hipouricemia e hipourico­

suria, pero niveles elevados de nucleósidos de guanina e hi­

poxantina en orina y suero (Cohen et al 1976, Siegenbeek et

al 1976 a y b, 1977). En casos de déficit parcial (50%), tam­

bién ligado a inmunodeficiencia, hay una superproducción de

purinas y de inosina que se excretan por orina; no hay aci­

duria orótica y el ácido úrfco es normal en orina (Jensen

1978). En casos de gota con niveles normales de hemoglobina,

o en pacientes con el síndrome de Lesch - Nyham, la actividad

PNP se ve incrementada (Gerbaut et al 1976).
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2

La hip6tesis de la actuaci6n de los compuestos purínicos co­

mo neurotransmisores o neuromoduladores y la modificaci6n de

los niveles de tales compuestos en diversas condiciones, .fisio­
l6gicas o no, del sistema ner-v.í oac central ponen de relieve; el

interés acerca del metabolismo de tales compuestos, especial­

mente en el encéfalo.

En el presente trabajo se ha estudiado el catabolismo puríni­

co en la fracción soluble, en la fracción microsomal y en la

fracción de vesículas sinápticas de cerebro de rata, así como

en la fracci6n soluble y microsomal de cerebelo de rata.

Para ello se han establecido las características cinéticas de

los enzimas del catabolismo purínico aislados en la fracción

soluble de cerebro de rata frente a sus posibles substratos fi­

sio16gicos y se han determinado las inhibiciones que experi­

mentan por compuestos intermediarios del metabolismo purínico

(fig 4 ). La comparaci6n de las velocidades de reacci6n de los

enzimas implicados ha permitido formular una hip6tesis acerca

de las distintas alternativas que se pueden producir en dicho

catabolismo.

Se han estudiado las actividades ADA, GAH Y PNP, así como

LDH y lVIDH ligadas a los microsomas de cerebro de rata,. enzi­

mas (fig 4 ) que se han caracterizado y c-omparado con las que

se obtienen en la fracción soluble. Se ha avanzado en el estu­

dio de los tipos de uni6n de tales enzimas a la fracci6n mi­

crosomal y se ha emitido una hip6tesis acerca de la validez

del uso de los microsomas en el estudio del catabolismo purí­

nico y quizás de otros metabolismos.

Se ha demostrado la permanencia de todos los enzimas estu­

diados aun después de tratamientos sucesivos de los microsomas
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con detergentes.

Se ha estudiado la unión de la 5'N a la fracción microsomal

y se ha puesto de manifiesto que este enzima y también la ADA

muestran un comportamiento distinto al del resto de los enzi­

mas ensayados. Este diferente ·comportamiento también se ha evi­

denciado en experimentos realizados con jugos de "expr�sión"
de -c er-ebr-o de rata, y al estudiar la presencia de los enzimas

en la fracción de vesículas sinápticas de este mismo tejido.

Para concluir, una vez comprobada la diferente localización de

los'enzimas del catabolismo purínico en las fracciones subce�

lulares, se ha establecido que los niveles :enzimáticos son

distintos, especialmente la GAH, en ,las fracciones soluble y

microsomal de cerebro y cerebelo de rata.

Debido al bajo rendimiento cuan�itativo en la liberaci6'n de

los enzimas del catabolismo' purínico de la fracción microsomal

de cerebro de rata, se han ensayado medios alternativos de ho­

m'ogeneización de los cerebros de rata, con objeto de aumentar

el rendimiento en la obtención de la ·fracción microsomal. Ello

ha sido posible mediante la utili.zación de medios conteniendo

DMSO. Se han realizado experimentos comparativos para.estable­

cer posibles diferencias entre los microsomas obtenidos en

ausencia o en presencia de DMSO, que han-incluido el análisis

de enzimas maréadores, además de los del metabolismo purínico.

En una extensión de los experimentos comparativos se ha someti-·

do a los microsomas a centrit,ugación isopícnica en Percoll ,

filtración en gel de Sepharose eL 4B y enfoque isoeléctrico.

En tales estudios, los microsomas, obtenidos en ausencia o en

presencia de DMSO, se han comportado como una sola fracción y

los resultados han nermitido avanzar en el conocimiento de
.

"-

dicha fracción microsomal.
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talle los componentes de la fracción microsomal y como se modi­

fican tras los diversos tratamientps; también se han podido

comparar, merced a esta técnica, los componentes de los mi­

crosomas cuando éstos se obtuvieron en presencia o en ausencia

de DMSO.
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3 M .. .A T..-E _R:J: A L E S
-------------------
-------------------

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

El material biológico de partida ha sido el tejido cerebral

y cerebelar de rata. Los encéfalos fueron obtenidos de ratas

recién decapitadas y se separaron de forma sistemática los ce­

rebelos. Las ratas utilizadas han sido de raza Wistar, machos

y de 200 - 300 g de peso.

En experimentos realizados con xantina deshidrogenasa (XDH) ,

se ha trabajado con un preparado de tejido hepático de pollo.

El tejido utilizado para su obtención procedió de animales re­

cién sacrificados.

3.2. PRODUCTOS

3.2.1 PROTEINAS

Como proteínas estandar, en diversos experimentos y como en­

zimas acoplados para la medida de diversas actividades enzimá­

ticas, se utilizaron: seroalbúmina (BSA) bovina cristalizada,

hemoglobina, ferricitocromo c y ferritina (SIGMA), adenosina

desaminasa de intestino de buey (A.E. 200 U/mg proteína), gua­

nina aminohidrolasa de hígado de conejo (A.E. 0,06 U/mg proteí­

na), nucleósido fosforilasa de pulmón de buey (A.E. 25 U/mg

proteína) y xantina oxidasa de leche (AoE. 0,4 U/mg proteína)

(BOEHRINGER - MAHHEIM)

3.2.2 SUBSTRATOS, COFACTORES y OTROS REACTIVOS

Los substratos y cofactores de los enzimas estudiados y los

r-eac't í.vo s usados fueron:

- 6-fosfato de glucosa, 5'-monofosfato de gua-
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nina (GlVIP) , inosina, NAD, NADE, NADPH, riboflavina y xantosi­

na (BOEHRINGER - lVIANHEIM)
- ácido l-amino-2-naftol-4-sulfónico (DffiSDER)
- acrilamida y N,N'-metilen bisacrilamida

(EASTlVIAN KODAK)
- araldita DTIRCUPAN ACM, dimetilamino propio-

ni trilo, N, N,N' ,N � tetrametil etilendiamina (TEMED); (FLUKA) •

- peróxido de hidrógeno (FORET)
- 5'-monofosfato de xantosina (KOCH-LIGHT)
- acetato de uranilo, adenina, adenosina, 5'-

monofosfato de adenosina (AlVIP) , cocarboxilasa, dimetilsulf6-

xido (DMSO), glicina, glutaraldehido (25%), guanina, guanosina,

hipoxantina, l-histidina, lactato de sodio 50%, ácid.o d,l-má­

lico, p-nitrofenil fosfato, ácido oxalacético, óxido de propi­

leno, piruvato de sodio, sacarosa, tetróxido de osmio , tris

(hidroximetil) amino metano, Trit6n X-lOO, ácido úrico, xan­

tina (MERCK).
- etanol absoluto, etilenglicol (PROBUS)
- cloruro de nitroblue tetrazolium (NBT), bro-

muro de 3(4,5-dimethylthiazolyl-2-)2,5-diphenyltetrazolium
(MTT) (SERVA)

- 5'-difosfato de adenosina (ADP) , azul de

dextrano, coomasie' prilliant blue, Folin-Ciocalteau, '5'-mono­

fosfato de inosina (IlVIP), cloruro de p-iodo nitrotetrazolium

violet (INT), ácido maléico, metasulfato de fenacina (PMS)

(SIGlVIA) .

- agarosa "IEF", anfolitos 40% margen pH 3-10

y 8 - 10,5, "Percoll" (PHARlVIACIA FINE CHEMICALS)
- desoxicolato de sodio, etilendiamino tetra­

acetato de disodio (EDTA) (UCB)

Los substratos y cofactores de los enzimas fueron, en su

mayorí�, de calidad "para fines bioquímicos"; los demás reac-
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tivos: fueron de calidad "para análisis".

3.3 . �������_��_������������L_�������������
ENFOQUE ISOELECTRICO'Y CENTRIFUGACION

ISOPICNICA

Los geles utilizados han sido de Sephadex G-25 (preempaque­
tados en columnas PD-lO), Sephadex G-50, DEAE Sepharose CL 4B

y Sepharose CL 4B (Pharmacia Fine Chemicals).

El soporte electroforético empleado, aparte de los geles de

poliacrilamida, fueron tiras de acetato de celulos� (Cellogel),

que se conservaron sumergidas en metanol al 40% antes de su

empleo. Las fuentes de corriente continua empleadas en elec­

troforesis , han sido ATOM 500.

En los experimentos de electroenfoque se usaron disoluciones

de anfolitos del 40%, de margen de pH 3 - 10 o de 8 - 10,5 (Phar­
macia Fine Chemicals). Para la preparaci6n de las placas de

agarosa, que es el soporte del electroenfoque analítico, se

usó "Gelbond film" (Marine Colloids Division). La fuente de

corriente continua y de potencia constante que se empleÓ en

tales experimentos fué de Pharmacia Fine Chemicals, modelo

ECPS 3000/150. En el ll�nado y posterior eluci6n de la colum­

na de enfoque isoeléctrico preparativo, se usaron dos bombas

peristálticas Gilson MINIPULS 11.

En la formaci6n de gradientes para los experimentos de cen­

trifugación isopícnica, se usaron disoluciones stock de "Per­

coll" (Pharmacia Fine Chemicals).
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4 M E T O D O S
-------------
-------------

4.1 PREPARACION DE LA FRACCION SOLUBLE DE CEREBRO
---------------------------------------------

....
'

.

DE RATA PARA LOS ENSAYOS CINETICOS

Los cerebros de las ratas se homogeneizaron en sacarosa 0,25

M (1 g de tejido/6,5 mI de disolución) mediante un homogenei­
zador de Potter-Elvehj em (B. Braun Mensulgen)l a 1.000 r-pm, 15

impulsos. La suspensión se centrifugó (18.000xg, 30 min a 4ºC).
El sobrenadante. se ultracentrifugó. (rotor 35 FA a 105.000xg, 90

min a 4ºC; ultracentrifuga Beckman L-5-75 H). El sobrenadante

se dializó (Visking tubing, 16 h a 4ºC) frente a 500 volúmenes

de tampón tris (34 mM)-HCl, pH 7,4 y,. por último, se centrifu­

gó (20.000xg, 15 min a 4ºC). La disolución final contuvo 2±0,1
mg proteina/ml, asi como 0,0080 U/mg proteina de ADA, 0,017
U/mg proteina de 5'N, 0,051 U/mg proteina de GAH y 0,052 U/mg
proteina de PNP.

Una unidad (U) se define como la cantidad de enzima que cata­

liza la conversión de 1 pmol de substrato en 1 min a 37ºC, bajo

las condiciones de trabajo •. Los substratos elegidos han sido la

adenosina para la ADA, la guanina para la GAH, la inosina para

la PNP y el AMP para la 5'N. La concentración de substrato fué

de 100 pM en todos los casos.

4.2 OBTENCION DEL PURIFICADO PARCIAL PARA LOS

ENSAYOS CINETICOS

Para alguna de las inhibiciones estudiadas, se ha requerido

la separación del enzima en estudio de otros enzimas que trans-·

forman el producto inhibidor. La disolución enzimática descri­

ta se sometió. a una cromatografía en DEAE-Sepharose CL 4B (véa­
se 4.17.2), equilibrada con tampón tris (34 mM)-HCl de pH7,4.
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La eluci6n se efectuó mediante un gradiente de NaCl ent-re O y

0,3 M en el mismo tampón, con lo que se consiguió la separa­

c í.ón de la ADA, la GAH y la �NP (figura 5) •. Se r-e c ogi e r-on las

siguientes fracciones: ADA 0,16 mg proteína/mI y 0,14 U/mg -,
exenta de GAH; 5 ':N' 0�19 mg proteína/mI y 0,'076 U/mg; y PNP

.
. ,.

0,65 mg prot�ína/ml y O,jO U/mg, exenta de GAH y de ADA.

PREPARACION DE LA FRACCION MICROSOMAL y

SOLUBLE DE CEREBRO DE RATA

Los cerebros de las ratas se homogeneizaron en el medio A,

que const6 de sacarosa O, 28M , ·tris 25 mM, EDTA 1 mM, ajus­

tado a pH 7,4 cun HCl. En los e�perimentos en los cuales s�

ha determinado la actividad 5'N, se ha prescindido del EDTA

que enmascara de forma prác�icamente total dicha actividad.

La relación m'I de A/g de tejido, fué de 6,5. En los casos en

que s s ta relación se vi6 modificada, se hará mención explíci­
ta en la parte �xperimental.

La homogeneización se llevó a cabo mediante un homogene.í.aa.>­

dor de Potter-Elvejhem (B. Braun Me]_sungen, entre 95 y 115 pm
de holgura) a500 rpm, 15 impulsos. La suspensi6n se centrifug6

(12;500xg; 30 min,a 4ºC) para eliminar las células no rotas,
lo.s núc Le o s , las mi tocondrias y los sinaptosomas-. El, -sobr'ena­

dante se ultracentrifug6 (rotor' 35 FA, 105.000xg, 90 mí.n a q.sc ,

ultracentrífuga Beckman L-5-75 H). El residuo constituy6 la

fracci6n microsomal y el sobrenadante, tras pasar por una co,­

lumna PD 10 (Sephadex G-25, Pharmacia Fine Chemicals), consti­

tuy6 la fracción soluble en los experimentos de comparación con

las actividades enzimáticas ligadas a los microsomas.

Este método de obtención de la fr�cci6n microsomal es el

propuesto por Schneider. y Hogeboom (1950); en él se considera

como tal la fracci6n que precipita a 105.000xg tras la elimi-
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nación de mitocondrias y núcleos de un homogeneizado del teji­

do correspondiente, en un medio isotónico de sacarosa. Cuando

se modifique este método se hará mención explicita en la par­

te experimental.

PREPARAC�ON DE LA FRACCION MICROSOMAL y

SOLUBLE DE CEREBELO DE RATA

Las fracciones microsomal y soluble de cerebelo de rata se

obtuvieron de la misma manera que cuando se trata . de ce­

rebro (Véase 4.3).

OBTENCION DE LA FRACCION DE VESICULAS
-------------------------------------

SINAPTICAS DE CEREBRO DE RATA

La fracción de vesiculas sinápticas de cerebro de rata seha

obtenido por el método de Soller et al (1973) el cual es una

modificación del de Whittaker, Michaelson y Kirkland (1964).

Unos 20 g de tejido, consistente en cerebros seccionados en

su mitad superior, se homogeneizaron en 10 volúmenes de saca­

rosa 0,3_? M. La suspensión se centrifugó a 1.OOOxg, 10 min pa­

ra eliminar las células no rotas y los núcleos. El sobrenadan­

te se centrifugó a l10500xg, 20 min para precipitar la fracción

mitocondrial cruda. Esta última se resuspendió en H20 (3 mI por

g de tejido fresco equivalente) y se mantuvo 15 min a 0-4 ºC

para romper los sinaptosomas y liberar las vesiculas sinápti­
ca s , Durante estos 15" min, las particulas se dispersaron con

ayuda de un homogeneizador de Potter-Elvejhem, a 500 rpm, 5

impulsos y a intervalos de 5 mine La suspensión se centrifugó
a 6�000xg, 15 min y se eliminó el residuo. Del sobrenadante se

"*

tomaron tres fracciones de 15 mI y se depositaron cada una so­

bre 13 mI de sacarosa 0,2 M. El conjunto se centrifugó en lUl

rotor SW 25.1 (ultracentrifuga Beckman L-5-75 H) a 53�000xg,



120 mine La interfase resultante y la capa de sacarosa 0,2 M

que estaba por encima (2 mm)) del residuo, se recogieron, se

diluyeron con un volumen igual de H20 y el conjunto se cen­

trifug6 (105.000xg, 60 min, rotor 35 FA)o Con ello se obtuvo

un residuo que constitl.ly6 la fracción de vesículas sinápticas
crudas.

Todas las operaciones se llevaron a cabo a 0-4 ºC.

4.6 OB�ENCION DE SUSPENSIONES EN EXPERIMENTOS

DE "EXPRESION" DE CEREBROS DE RATA

En los experimentos de "expresi6n", do� cerebros de rata se

sometieron a centrifugaci6n en un rotor 35 FA (ultracentrífuga
Beckman L-5-75 H), a 105.000xg y por un espacio de tiempo que

se especificará �n cada caso.

Tras la u1tracentrifugaci6n, el líquido sobrenadante se reco­

gió para ser sometido a determinación de actividades enzimáti-

cas.

Paralelamente se centrifugaron sendas alícuotas de la frac­

ci6n soluble para determinar el efecto de la u1tracentrifuga­

ci6n prolongada en las actividades enzimáticas.

Durante todo el proceso :de centrifugación se mantuvo la

temperatura de 4ºC.

El método aquí descrito está basado en el de Amberson et al

(1964).

4.7 PREPARACION DEL EXTRACTO DE TEJIDO HEPATICO

DE POLLO

El tejido hepático se homogeneiz6 en un triturador de cuchi­

llas con tamp6n de fosfato s6dico 0,1 M de pH 7,0 (1 g de te-



-61-

jido/l,5 mI de tampón).

La suspensión se centrifugó a 105�000xg, 90 mine El sobre­

nadante se sometió a una calefacción, 30 min a 56ºC. Tras la

centrifugación (15 ._OOOxg, 30 min) el residuo se descartó y el

sobrenadante se llevó a un 35% de saturación de sulfato amó­

nico. La suspensión se centrifugó a 20.000xg, 45 min y se de, -

sechó el sobrenadante. El residuo se disolvió en el medio A y

se filtró a través de gel de Sephadex G-50 (véase 4.17.1) equi­
librado con A, para eliminar las sales. La disolución proteíca

exenta de sales constituyó el extracto que se utilizó en los

ensayos correspondientes.

4.8 MODO DE EFECTUAR LOS LAVADOS DE LAS FRACCIONES

PARTICULADAS

Los tratamientos efectuados sobre las fracciones particula­

das (microsomas y vesículas sinápticas) han sido en forma -de

lavados.

Con el medio de lavado adecuado en cada 9aSO, se ha suspen­

dido la correspondiente fracción particulada con ayuda "de un

homogeneizador de Potter-Elve_jhem (500 rpm, 7 impulsos), y en

la relación 2 mI del medio de lavado/g tejido original equi­

valente.

De la suspensión se tomó una alícuota para su análisis enzi­

mático (si hubo lugar) y se centrifugó (105 •.000xg, 90 min) pa­

ra volver a precipitar la fracción particulada. El sobrenadan­

te se guardó para su análisis enzimático.

Cuando se precisó, el nuevo residuo se volvió a someter a

otro lavado sucesivo en la misma manera que la comentada.

En 'general, se ha procurado que los medios de lavado fueran

isotónicos y todos los lavados se han efectuado a 0-4 ºC.
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SONICACION

La fracción particulada, lavada previamente con los medios

oportunos, se suspendió en el medio del ensayo de la misma

manera en que se efectuaron los lavados. Posteriormente, la

sonicación se llevó a cabo con alícuotas no inferiores a 20

mI, sumergidas en un baño a 0-4 ºC y en un aparato Kerry Ul­

trasonics; a 18 micrones y por intervalos de 30 segundos se­

guidos de períodos de descanso de 30 segundos.

La centrifugación para volver a precipitar la fracción par­

ticulada fué idéI1tica al caso de los lavados (105.000xg, 90

min) •

4.10 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Se llevaron a cabo en una cuba Acrylophor - 140 (Pleuger)

4.10.1 ELECTROFORESIS ZONAL

Las distintas electroforesis se llevaron a cabo en geles de

poliacrilamida (T = 7,8; C = 2,6), que se prepararon por mezcla

de volúmenes iguales de las disoluciones que se describen a

continuación:

- Disolución acuosa de poliacrilamida (T = 30,8,

C=2,6)
- Disolución de dimetilamino-propionitrilo al

1,6 % (p/v) en tampón tris-glicina 100 mM en tris y 770 mM en

glicina, de pH 8,5�
- Disolución acuosa de ferricianuro potásico al

0,03 % (p/v)
- Disolución acuosa de persulfato amónico al

0,48 % (p/v)
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Finalmente se adicionan unas gotas; de agua con ayuda de una

jeringa hipodérmica para conseguir una superficie libre plana.

El volumen de muestra aplicado vari6 entre 10 y 300 r1 según
fué la concentración de la muestra enzimática. La adici6n de

muestra se realiz6 junto con disoluci6n de azul de bromofenol

previamente densificada al 50% (v/v) con glicerina, para lo­

grar una deposición adecuada del conjunto.

La electroforesis anódica se llevó a cabo a 4ºC con una in­

tensidad de corriente de 3 mA/gel a pH 8,5, correspondiente al

de la d.í.s oLuc í.ón reguladora de tris (25 mM) - glicina (200 mM).
La electroforesis transcurri6 el tiempo necesario para que el

indicador alcanzara la parte inferior del gel.

, La electroforesis cat6dica se desarrol16 con 3 o 4 mA/gel du­
rante 1,5 o 3 h, en las mismas condiciones que la an6dica, si

bien sin el marcador, el azul de bromofenol, pero con el den­

sificante, la glicerina.

4.10.2 ELECTROFORESIS DISCONTINUA

Se procedi6 según el método de Davis (1964) y Cooper (1977).
Para la' preparación del gel separador (T = 7,8; C = 2,6) se pro­

cedió introduciendo en tubos cilíndricos (5 mm de diámetro in­

terno, 65 mm de longitud), 1,6 mI de una disoluci6n que cons­

tó de :

.

- 0,38 volúmenes de disolución acuosa de acrila­

mida (T = 46, C = 2, 6 )
- 0,08 volúmenes de disoluci6n de t�mpón tris

(1,87 M)-HCl de pH 8,9
- 0,20 volúmenes de disoluci6n de persulfato

amónico al 0,175 % (p/v) .

- 0',0032 volúmenes de disoluci6n comercial de

N,N,N',N'-tetrametil-etilen-diamina (TEMED)
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- Agua bidestilada hasta completar un total d�

dos volúmenes.

Para lograr entre los dos geles una interfase per'fectamente

plana, se adicionó con una jeringa hipodérmica, un pequeño vo­

lumen de agua bidestilada después de los 1,6 mI de la disolu­

ción gelificante.

Una vez que hubo polimerizado el gel separador, se extrajo
el agua con papel absorbente y se adicionaron 0,2 m.L de diso­

lución del gel concentrador (T = 2,2, C = 0,2) que contenía:

- Un volumen de:: disoiución acuosa de acrilamida

(T=15,6, C=0,2)
- Un volumen de disolución acuosa de riboflavi­

na del 0,0025 % (p/v)
- Un volumen de disolución tampón tris(0,29M)­

fosfórico (0,16 M) de pH 6,3- 6,5
- Cuatro volúmenes de agua bidestilada

Se repitió en este caso, la adición de agua para lograr una

superficie libre plana y se dejó polimerizar con ayuda de ra­

dí.ac i én UV.
,1

Posteriormente, se procedió a la adición de la muestra junto

con el indicador (disolución acuosa de azul de bromofenol al

0,05% (p/v), densificada con glicerina) en proporción de 0,1

mI/mI de disolución de muestra. En el reservorio superior se

dispuso de una disolución amortiguadora de tris (50mM)-glicina

(38 mM) de pH 8,3. En el reservorio inferior, el tampón fué de

tris (0,37 M)-HCl y del mismo pH.

La electroforesis transcurrió a un voltaje constante de 75 V

hasta que el indicador alcanzó la parte inferior del gel.
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4.11 ELECTROFORESIS EN TIRAS DE ACETATO DE CELULOSA

Las tiras de acetato de celulosa se sumergieron durante 15

min en el tampón de la electroforesis (tampón fosfato sódico

50 mM de pH 7,4), transcurridos los cuales se secaron. superfi -

cialm.ente con papeles de filtro y se teriClieron en �+. puente de
- �'-

la cámara electroforética ATOM AC/4 de forma que la superficie

absorbente quede hacia arriba. Por medio de una micropipeta,

se aplicaron 10 - 25 pI de la muestra proteíca a una distancia

de 3 cm del cátodo. La electroforesis se prolongó durante 75-

90 mf,n a 4º C con una tensión constante de 200 V •

Una vez finalizada la electroforasis se extrajeron las ti­

ras de la cubeta y se sumergieron en el volumen necesario del

correspondiente revelador específico. En algunos casos, cuan­

do la movilidad de los distintos enzimas es muy similar, para

obtener resu¡tados comparables se cortaron las tiras longitu­

dinalmente en dos partes, y cada una de ellas se sometió alco­

rrespondiente revelado. Ello ha ocurrido con las actividades

LDH y MDH.

4.12 REVELADO ESPEC;IFICO DE LA LDH

El revelado LDH se efectuó con una disolución de 1 mg/ml de

NAD, 0,5 mg/ml de NBT, 0,03 mg/ml dELPMS y 3 % (v/v) de lacta­

to en tampón tris (100 mM) - HCl de pH 8,5. Básicamente, es el

método descrito por Thorne (1963).

REVELADO ESPECIFICO DE LA MDH

La MDH se ha revelado según el método de Tsou et al (1956),
con una disolución de 1 mg!ml de NAD, 0,5 mg/ml de NBT y 5%

(v/v) de malato 0,12 M en tampón tris (lOOmM)-HCl de pH 8,5.
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4.14� REVELADO ESPECIFICO DE LA ADA

La actividad ADA se puso de manifiesto en los geles de polia­

crilamida, mediante el método de Spencer et al (1968). Se di­

solvieron'lO mg de adenosina y 0,2 g de agar en 15 mI de fosfa­

to s6dico 100 mm de pH 7,5 y la mezcla se calent6 a 90ºC. La

disoluci6n se enfri6 a 45ºC y se le afiadieron 8 pI d� disolu­

ción de PNP comercial (1 mg/ ml , A.E. 25 U/mg), 8]21 de XO co­

mercial (10 mg/ml, A.E. 0,4 U/mg), 2 mg de MTT y 2 mg de PMS

disuel tos en 5 m'L de fosfato .··s6dico 100 mm de pH 7,5. Los ge­

les de poLí.acr-f.Lanrí da se colocaron en tubos que contenían la

mezcla y se incubaron en la obscuridad a temperatura ambiente

durante 20 mine La actividad enzimática se 1.ocaliz6 en bandas

de color azul que destacaban sobre fondo amarillo. El color

azul no quedaba fijado sobre el gel de poliacrilamida sino que

se difundía a través del gel de agar.

4.15 REVELADO ESPECIFICO DE LA GAH

El revelado específico de esta actividad se efectuó de acuer­

do con el método propuesto por Martinez-Farn6s et al (1978) con

disolución de guanina 40 pM y utilizando como aceptor electr6ni­

co de la xantina oxidasa comercial, el INT (1 mg/ml).

4.16 REVELADO ESPECIFICO DE LA PI�

El revelado de la PNP se efectu6 con disoluci6n de inosina

300 �, acoplando XO comercial (1% (v/v)) y con el INT como

aceptor electrónico.

4.17 METODOS CROMATOGRAFICOS

4.17.1 FILTRACION EN GEL DE SEPHADEX G-25 y G-50
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La eliminaci6n rápida de sales o de metabolitos end6genos y

el cambio en el tipo de tamp6n en los preparados enzimáticos

se llev6 a cabo por filtraci6n a través de columnas preempaque­

tadas de gel de Sephadex G - 25 Y denominadas PD 10. La columna

se equilibra pasando a su través 25 mI del tamp6n correspondien­

te; se aplican 2,5 mI de la muestra que se deja pene�rar en la

columna y se eluyen posteriormente. con 3,5 mI del mismo tam­

p6n. La columna se lava con 25 mI de tamp6n antes de ser emplea­

da de nuevo.

En el caso de eliminaci6n de sales del extracto de higado de

pollo (véase 4.27), se utiliz6 una columna K26/25 (Pharmacia

Fine Chemicals) empaquetada con gel de Sephadex G-50 (desgasi­
ficado), hasta una altura de 20 cm. Tras el equilibrado de la

columna, la aplicaci6n·de la muestra, en un volumen siempre in­

ferior al 30% del volumen de la resina, se llev6 a cabo con ayu­

da de una bomba peristáltics LKB (2120 Varioperpex.) conectada

a la salida de la columna. La fracci6n exenta de sales sa reco­

gió desde el comienzo de salida de las proteinas, hasta unos mI

antes del final de salida de la proteina. La cantidad de pro­

teina fué registrada a 280 nm con ayuda de un espectrofot6metro
de flujo continuo LKB (8300 Uvicord UV 11) conectado a la sali­

da de la columna, tras la bomba peristáltica.

superior a la de eluci6n, y se di6 por finalizada cuando la con-

¡

4.17.2 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.)

El intercambiador fué el gel de DEAE - Sepharose; CL 4B, que

se lav6 varias veces con agua y a continuaci6n con el tamp6n

correspondiente. Cuando el pH fué pr6ximo al de la elución, se

llen6 la columna K16/40 (Pharmacia Fine Chemicals) hasta una

al tura de 26'c�y en ella se complet6 el equilibrado. La operación
se llev6 a cabo empleando una velocidad de flujo ligeramente
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ductividad del tampón fué igual a la entrada ;¡ a la salida de

la columna, lo que se comprobó por medida conductimétrica con

un aparato Radiometer CDM 2e provisto de una célula de conduc­

tividad (Philips) de 1 cm.

A continuación se a�licó la muestra que contenía 300 mg de

proteína de la fracción soluble (véase 4.1) y se realizó un la­

vado con el tampón de equilibrado hasta ausencia de proteína en !,

los eluídos. La elución de los enzimas en estudio se llevó a

cabo por aplicación de un gradiente de NaCl entre O y 0,3 M

(700 mI totales) formado en un mezclador Pharmacia GM-l. A lo

largo de todo el proceso, el flujo se mantuvo constante por me­

dio de una bomba peristáltica LKB (varioperpex o 2120) intercala­

da entre la salida de la columna y el espectrofotómetro LKB

(8300 UV Uvicord 11) acoplado al colector de fracrriones Gilspn

(Escargot V F C). El flujo fué de 30 ml/h y se recogieron frac­

ciones de 5,25 mI. El gradiente de cloruro sódico se determinó

por medida de conductividad en un aparato Radiometer CDM 2e.

CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSE CL 4B

La determinación de la homogeneidad de la fracción microsomal

en cuanto a tamaño de p!3-rtícufa,-- s-e llevó a cabo por filtra­

ción en gel de Sepharose CL 4B. Con el gel desgasificado yequi­

librado con el tampón de elución, se llenó la columna K26/70
(Pharmacia Fine Chemicals) y se procedió como se ha descrito en

el apartado anterior. La muestra, en este caso se compuso del

residuo microsomal, tratado convenientemente y re suspendido en

el tampón de equilibrado de la columna. El volumen de muestra

no sobrepasó el 2% del contenido de la columna y se aplicó tras

pasar por un filtro Millipore AP2501300 para eliminar los frag­

mentos de tamaño superior a 8 rm que no se habían disgregado

convenientemente.
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La elución se llevó a cabo con eL tampón con el que se equi­
libró la columna; las'fracciones se recogieron en un colectorr

LKB (2112 Redirac) regulado para el volumen de 4,3 mI. A lo lar­

go de todo el proceso, el flujo, de 18 ml/h, se mantuvo constan­

te por medio de una bomba peristáltica LKB (2120 Varioperpex),
intercalada entre la salida de la columna y el espectrofotóme- j

!I
tro LKB (8300 UV Uvicord 11) acoplado al colector de fracciones. 1

11
11

Antes de ser pasada una nueva muestra, se lavó la columna con

dos volúmenes del tampón usado. Cuando se varió el tampón, se pa­

saron dos volúmenes de columna del nuevo tampón y se comprobó

que la columna estuviese equilibrada por medida de la conducti­

vidad y como se ha descrito anteriormente (4.1702)

4.18 ENFOQUE ISOELECTRICO

4.18.1 ENFOQUE ISOELEC'TRICO ANALITICO EN PLACAS

DE AGAROSA

Se procedió en líneas generales siguiendo el método de Phar­

macia Fine Chemicals (1980). Se utilizó una unidad electrofo­

rétiaa FBE 3000 (Pharmacia Fine Chemicals).

Las placas de agarosa se prepararon por calentamiento de 0,3

g de agarosa "IEF" (Pharmacia Fine Chemicals).::. en una disolu­

ción de 3,6 g de sorbitol en 27 mI de H20. Tras la disolución

de la agarosa, se añadieron 1,9 mI de anfolito (40%) del margen

adecuado y se preparó la placa en una ho ja de 114 x 225 mm de

"Gelbond film" (Marine Colloids Division).

La aplicación de muestra se efectuó con ayuda del papel ab­

sorbente Scheleicher - Schüll (Blood Collection Paper) de 10 x 5

mm, que absorben 25 fl de la muestra. Los aplicadores sa elimi�

naron transcurridos 45 min del comienzo del experimento.
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La disoluci6n catódica empleada fué de NaOH 1M y la an6dica

estaba compuesta de ácido sulfúrico 0,05M para anfolitos de

margen 3-10, y de l-histidina 0,2M cuando se usaron anfolitos

de margen 8 - 10, 5 •

Para el caso de anfoli tos de margen 3 - 10, el enfoque isoe­

léctrico se inici6 con un voltaje de 500 V Y una potencia lí­

mite de 15 W la cual se mantuvo durante todo el experimento. El

voltaje no sobrepasó en ningún momento los 1.500 V. El enfoque

se desarrol16 hasta transcurridos 15 min después de enfocada

la hemoglobina que se usó como marcador (unos 75 min). Cuando

se usaron anfoli tos de margen 8 - 10,5 el electroenfoque se ini­

ci6 con una potencia límite de 5 W y se prolongó por espacio de

150 min sin que se sobrepasaran los 600 V.

El revelado LDH y MDH de las placas se efectu6 de forma aná­

loga a la desarrollada en geles de poliacrilamidao Tras su re­

velado, las placas se sumergieron en una disoluci6n fijadora

(ácido sulfosalicílico, ácido tricloroacético yagua en propor­

ción 5::10::85) por espacio de 30 mine Después, las placas se

lavaron en disolución de etanol, ácido acético yagua (en pro­

porci6n 35::10::65), dos veces y por espacio de 15 min cada

vez. Finalmente las placas se secaron según el método recomen­

dado por Pharmacia Fine Chemicals (1980) y con papel absorben­

te Schleicher - Schüll (3354 Dassel).

4.18.2 ENFOQUE ISOELECTRICO PREPARATIVO EN COLUMNA

Se procedi6. según el método de LKB (1976) basado en el pro­

puesto por Vesterberg y Berggren (1966).

Se utiliz6 una columna 8100 - 1 (LKB) de 110 m'l, y una fuente

de corriente contínua ACPS 3000/150 (Pharmacia Fine Chemicals).
La columna se mantuvo refrigerada a 10ºC mediante una circula­

ción contínua de agua (5 - 10 l/min).
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La disolución catódica fué de hidróxido sódico en disolución

de sacarosa (6 mI de NaOH 1M, 15 g de sacarosa y 10 mI de H20),
mientras que la disolución anódica fué de ácido fosfórico 0,15M

(10 mI).

Para formar e.l gradiente de densidad, se utilizaron dos diso­

luciones (ligera y densa) de sacarosa:

- La disolución ligera contuvo los microsomas

a enfocar y se preparó por homogeneización del residuo microso­

mal en 55 mI de sacarosa 0,28M. De esta suspensión se tomaron

52 mI a los que se añadieran 2 mI de anfolito (40%) de margen

3 -10.

- La disolución densa se preparó al mezclar y

disolver 2 m'l. de anfoli to (40%) de margen 3 - 10, 27 g de saca­

rosa y 35 mI de H20, con un total de 54 mI, al igual que la di­

solución ligera.

El gradiente , a partir de estas dos disoluciones se formó

a un flujo de 60 - 120 ml/h, con ayuda de un formador de gra­

dientes (figura 6 a) para conseguir un gradiente lineal a par­

tir de dos disoluciones de diferente densidad.

El proceso de electroenfoque se inició con un voltaje de

520 V, una potencia límite de 5 W y se concluyó a las 15 h, con

un voltaje de 1500 V.

La elución de los microsomas se efectuó, como en el caso de

existir un precipitado proteico, por la part e superior de la

columna, y mediante la serie"de operaciones que a continuación

se indican:

(1) Tras descon�ctar la fuente de la red, se

cerró la válvula 14 (figura 6 b)ry

(2) Con ayuda de una jeringa y un tubo capilar

(1 mm de diámetro interno y 2 mm de diámetro extern@) que se

hizo reposar sobre la válvula 14, se extrajo la disolución de
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FIGURA 6.- ACCESORIOS DEL ENFOQUE ISOELEC­

TRICO PREPARATIVO (Véase 4.18.2)

(a) Formador de gradientes

(b ) Columna 8100 - 1 (IKB)

(b)

'f26
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electrodo densa

(3) Con una bomba peristáltica, a un flujo de

2 ml/min, se e xtrr-a joLa disolución ligera hasta 10 mm por deba­

jo del electrodo superior �

(4) Se preparó un tubo capilar con un terminal

doblado en horquilla y en forma de embudo en sus 3 mm finales

(5) El tubo en horquilla se introdujo por la

abertura 20 (figura 6 b) hasta unos 5 mm por debajo del nivel

del líquido

(6) Se conectó una bomba peristáltica en el otro

extremo 'del capilar y se extrajeron los 5 mm del líquido a un

flujo de 2- ml/min
�,7) El extremo en horquilla se bajó otros 5 mm

por debajo del nuevo nivel del líquido

(8) Con ayuda de otro tubo capilar y otra bom­

ba peristáltica, se introdujeron 5 mI de H20 a un flujo de 2

ml/min. Por medio del tubo en horquilla se extrajeron los 5 mm

de líquido y los 5 mI de agua a un flujo' de 2 ml/min y en dos

fracciones aproximadamente iguales

(9) Se bajó el tubo en horquilla 5 mm por deba-

jo 'del nuevo nivel del líquido. Se añadieron 5 mI de agua y se

extrajeron de nuevo ambas zonas en dos fracciones

(10) El procedimiento se repitió hasta que se

r�cogió la zona correspondiente a la fracción microsomal enfo­

cada.

Una mo�ificación de este método permitió la extracción de los

mlcrosomas de la columna en un período de tiempo menor. Para

ello, en el punto (5) se introdujo el tubo en horquilla hasta

unos 2 mm por encima de la zona de microsomas enfocados. Ello

permitió, en una sola etapa, la elución del líquido contenido

por encima de los microsomas. El resto de la operación se reali­

z6 como ya se ha descrito y se obtuvieron, de forma rápida, los
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microsOmas en dos fracciones cuyo pH se determinó de forma in­

mediata.

J

El resto de la elución se efectuó por la parte inferior de

la columna y a un flujo de 1,2 ml/min, en fracciones de 3 mI.

En todas las fracciones r-e.c'ogrí da.s se determinó el pH de for­

ma inmediata.

4.19 ULTRACENTRIFUGACION ISOPICNICA EN "PERCOLL"

Se procedió en líneas generales según el método de Pharmacia

Fine Chemicals (1977).

Para conseguir los gradientes, se utilizaron los rotores 35

FA y 75 Ti de una ultracentrífuga Beckman L-5-75 H. Estos roto-

.res son de ángulo fijo, el cual tiene un valor de 25º para e135

FA Y de 25,5º para el 75 Ti. El gradiente de "Percoll" (Pharma­
cia Fine Chem�cals) se generó durante el proceso de ultracen­

trifugación.

La disolución sometidá a ultracentrifugación se obtuvo por

mezcla de la suspensión de microsomas con la cantidad adecuada

de una disolución st o'ck de Percoll considerada del 100%. La

_
isoosmolaridad se consiguió con sacarosa cuya concentración en

la mezcla final se calculó que fuese 0,25M.

La densidad de las fracciones se calculó a partir de los da-

El experimento transcurrió a 25.000 rpm (35 FA) durante 1 h

Y a 30.000 rpm (75 Ti) durante 30 mine

La elución se efectuó desde el fondo de los respectivos tu­

bos de centrífuga con ayuda de una aguja de punta roma cone�ta­

da a una bomba pertstáltica, con un flujo de 0,5 ml/min, en el

caso de los tubos del rotor 75 Ti; Y de 1 mI/min en el caso de

los tubos del rotor 35 FA.



-75-

tos de índice de refracción obtenidos :, con un refractrómetro

Abbe (Zeiss Opton).

4.20 DETERMINACION DEL CONTENIDO EN PROTEINA

La determinaci6n del contenido en proteína en las distintas
,)

muestras se efectu6 por los métodos espectrofotométricos de War-

burg y Christian (1941) por lectura a 260 y a 280 nm, y de Whi­

taker y Granum (1980) por lectura a 235 y a 280 nm.

Cuando el contenido proteico de las disoluciones fué poco sig- I

nificativo, se us6 el método de Lowry et al (1951). Para ello
-

se tomaron 0,1 mI de la disoluci6n problema diluída convenien-

temente, y a continuaci6n se añadió 1 mI de una disoluci6n de

carbonato s6dico al 2% y sulfato da cobre pentahidratado al 0,5

% en tartrato de sodio y potasio al, 1%; en la proporción 50::1.

Transcurridos 10 min, se añadieron 0,1 ml, de reactivo de f'erroL

Folin - Ciocalteau a temperatura ambiente y se mezcló rápida­

mente. Se dej6 a temperatura ambiente por espacio de 30 minpa­

ra que se desarrollase el color y seguidamente se leyó su ab-
".�

.

sorbancia a 500 y a 750 nID', frente? a un blanco, en un espectro-

fot6metro Pye Unicam SP 8-100. Los valores de absorbancia ob -

tenidos, se transformaron en.mg proteína/mI mediante una cur­

va estándar que se confecciona paralelamente a cada ensayo,

con alhúmina bovina cristalizada a unas concentraciones entre

0,05 y 0,5 mg/ml.

El perfil de elución de proteínas durante los procesos cro­

matográficos, de enfoque isoeléctrico o de centrifugaci6n iso-

.pícnica, se determin6 por medio de un espectrofot6metro LKB -:
,

modelo 8300 Uvicord II, de flujo contínuo, provisto de una cu-
.

beta de 0,1 mI y de 3 mm de paso de luz. El espectrofot6metro
se interca16 entre la salida de la columna y el colector de

fracciones. En los eluídos, propiamente dichos, el perfil de
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proteína se determinó por medida de absorbancia a 230 o a 280
,

nm�

En las suspensiones de partículas, tanto en lavados como en

eluídos, el contenido en proteína.se estimó por medida de ab­

sorbancia a 260, a 280 y a 550 nm. En la región UV (260 y 280

nm), las suspensiones se diluyeron convenientemente para que las

medidas estuviesen comprendidas entre O y 0,4 A. En este mar-

gen ( y al menos hasta 0,5 A), las suspensiones cumplen la ley I
de Beer-Lambert. I¡
4.21 DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

La determinación de las actividades enzimáticas de forma con­

tínua se llevó a cabo espectrofotométricamente por medida de los

incrementos o decrementos de absorbancia provocados por la va­

riación de concentración de los substratos y los productos. To­

das las medidas se han efectuado en un espectrofotómetro Pye

Unicam SP 1700 termostatizado, provisto de un inscriptor AR 25

Y en cubetas de 10 mm de paso de luz.
"

4.21.1 ENZIMAS DEL CATABOLISMO PURINICO

..L
En los experimentos cinéticos, se ha trabajado a 37 .; O,lQC y

el tampón ut ilizado ha sido tris (34 mM) -HC1, pH 7,4 o tris (34

mM) -HCl - fosfato s6dico (50mM), ,pH 7,4. Este último tamp6n se

usó cuando el P. fué el cofactor de la reacción (PNP). En el
l

estudio de determinadas inhibiciones, fué preciso emplear cube-

tas de 2 mm de paso de luz debido a la elevada absorbancia de

los reactivos empleados.
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4.21.1.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ADA

La actividad de la adenosina desaminasa se determinó espec­

trofotométricamente, por medida de los descensos de absorban­

cia a 265 nm (Kalckar.1947 b) d�bidos a la desaparición de ade­

nosina. A esta longitud de onda, corresponde la máxima diferen­

cia de los valores de absortividad molar para adenosina e ino­

sina (tabla VII).

En ciertos casos, ha sido preciso efectuar las determinacio­

nes a 238 nm, en que tanto la adenosina como los posibles inhi­

bidores de la ADA, tienen una menor absortividad molar y es po­

sible trabajar a unas concentraciones más altas de los produc­

tos. A esta longitud de onda, la sensibilidad del método es me­

nor que a 265 nm (tabla VII).

4.21.1.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GAH

La actividad de la guanina aminohidrolasa se determin6 por

medida de descensos de absorbancia a 248 nm (Kalckar 1947 a) ,

longitud de onda a la cual existe la máxima diferencia de ab­

sorbancia entre la guanina y la xantina (tabla VII).

4.21.1.3.1

4.21.1.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD 5'N

La actividad de este sistema se ha determinado por medida de

los descensos de absorbancia a 265 nm a causa de la disminuci6n

en la concentraci6n de adenosina. Este método es acoplado y es­

tá basado en la adici6n a la cubeta de reacci6n, de ADA comer­

cial en suficiente cantidad (3,4 U/mI) para que transforme rá­

pidamente la adenosina que se va formando, en inosina (Kalckar

1947 c) (tabla VII)�
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TABLA VII
---------------
---------------

INCREMENTOS DE ABSORTIVIDAD MOLAR A LAS LONGITuDES

DE ONDA A LAS QUE SE DETERMINO LA ACTIVIDAD

ENZIMA SISTEMA 1 (nm) E. (A/M cm)

ADA adenosina - inosina 265 -7.800

ADA adenosina inosina 238 3.000

GAH guanina - xantina 248 4.700

5'N AlVIP - inosina 265 80400

5'N GlVIP - ácido úrico 293 10.300
"',� �

5'N IlVIP - ácido úrico 293 11.900

5'N XlVIP - ácido ' .

293 9.800urlCO

PNP inosina - hipoxantina 280 1.000

PNP Lnos í.na » ácido úrico 293 11.900

PNP guanosina - guanina 260 5.100

PNP xantosina - ácido úrico 293 8.700
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El esquema de hidr61isis del AMP según este método, es el

sigu.iente :

ADA
inosina + NH3

5'N
adenosina + P.

J_

Este sistema fué estudiado a 293 nm mediante el método aco­

pIado en que intervino la GAH (0,04 U/mI), la PNP (0,075 U/mI)
y la XO (0,03 U/mI) comerciales, mediante el esquema sigu.iente:

5'N
guano s ina + P.

J_

P. + gu.anosina
J_

PNP
-----� guaní.na + R-I-P

gu.anina
GAH

------� xantina

XO
xantina -------�ácido úrico

Los valores de absortividad molar para el GMP y el ácido úri­

co se resumen en la tabla VII.
,

.

IMP
5'N

inosina + P.
J_

En este sistema, las determinaciones se han efectuado por me­

dida de los incrementos de absorbancia a 293 nm, debidos a la

aparici6n de ácido úrico provocada por la adici6n de PNP (0,05

U/mI) y XO (0,013 U/mI) comerciales a la cubeta de reacci6n, y

según el esquema sigu.iente :
,

inosina + P.
J_

PNP
-----.... hipoxantina + R-I-P

hipoxantina
XO XO

-----.�.xantina ----..., ácido úrico
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Los valores de absortividad molar para IMP y para el ácido

úrico a 293 nm, se. resumen en la tabla VII.

4.21.1.3.4

Análogamente a los casos anteriores, las determinaciones se

efectuaron a 293 nm. En este método, es necesario acoplar PNP

(0,2 U/mI), activa con la xantosina, y xo (0,027 U/mI) comer­

ciales, mediante el esquema de actuación sigÚiente

XlVIP
·5 'N

xantosina

xantosina .L P . P_NP__-. xantina � R-I-P.

i

xantina
xo

ácido úrico

Los valores de absortividad molar para XlVIP y para el ácido

úrico a 293 nm, se resumen en la tabla VII.

En todos los casos se ha aprovechado la alta sensibilidad del

método que ha hecho posible el estudio cinético en estos siste­

mas, cuyas velocidades no son elevadas.

4.21.1.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PNP

4.21.1.4.1

Las determinaciones se realizaron por medida de los descen­

sos de absorbanóia a 280 nm, debido a la desaparición de ino­

sina. Este método es menos sensible que el descrito acoplando

XO, pero es el único hábil para poder estudiar posibles inhi­

biciones tanto por hipoxantina como por xantina.

Sin embargo, en determinadas condiciones, para las compara­

ciones de actividades, se utilizó el sistema acoplado' para el



-81-

cual se incluyeron 0,013 U/mI de XO comercial y se midieron las

apariciones de ácido úrico a 293 nm (tabla VII).

La actividad en este sistema, se ha determinado a 260 nm,

punto- isosbéstiéo de la guanina y la xantina, por medida de

los descensos de absorbancia debidos a la desaparici6n de la

guanosina. A pesar de <J_a poca sensibilidad del sistema, se ha

trabajado a esta longitud de onda dado que, en los preparados

enzimáticos, acompañando a la PNP, se halla la GAH la cual

transforma a la guanina en xantina e interferiría en las deter­

minaciones (tabla VII).

4.21.1.4.3 Sistema xantosina - PNP - xantina
-------------------------------
-------------------------------

,

La actividad en este sistema se ha ensayado a 293 nm por me-

dida de los incrementos de absorbancia debidos al ácido úrico,

por el método acoplado en que intervino la XO (0,012 U/mI) co­

mercial (tabla VII).

4.21.1.4.4 Sistema adenosina - PNP - adenina
-------------------------------
-------------------------------

4.21.1.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD XO

La posible actividad �e la PNP con adenosina, se ha ensayado

a 255 nm, longitud de onda a la cual existe la máxima diferen­

cia de absortividad molar entre la adenosina y la adenina, si

bien, el método es de muy escasa sensibilidad (tabla VII).

La posible actividad xantin oxidásica se estudi6, en primer

lugar a 293 nm, donde existe el máximo de absorci6n del ácido

úrico, mientras que la xantina absorbe poco (tabla VII).
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El enzima cataliza las reacciones siguientes:

Hipoxantina
XO XO
--....... xantina ------- ácido úrico

y se ha estudiado la posible actividad para la segunda de las

reacciones reseñadas.

Alternativamente, se trabajó a 340 nm y con una concentra­

ción de NAD, en cubeta, de 500 fM para estudiar la posible ne­

cesidad del cofactor para la actividad enzimática.

4.21.2 ACTIVIDAD DE LOS ENZIMAS DEL CATABOLISMO

PURINICO EN LOS EXPERIMENTOS DE LAVADO DE

LAS FRACCIONES PARTICULADAS

Los substratos utilizados han sido, la adenosina para la ADA,

la guanina para la GAH, la guanosina para la PNP y el AMP para

la 5'N.

Con objeto de evitar la elevada absorbancia de la mezcla de

reacción en la región UV, la concentración de los substratos

ha sido, en todos los casos, de 50 rm en cubeta. La temperatu­

ra de los ensayos fué de 30 ± O, lºC.

Los métodos de determinación de actividad fueron idénticos a

los comentados en el capítulo anterior. Las reacciones se lle­

varon a cabo en un medio tamponado de pH 7,4 compuesto de saca­

rosa 0,28 M, tris (25mM)-HC1, EDTA 1 mM; y.además de fosfato

sódico 50 mM en el caso de la determinación de actividad PNP.

Cuando se determinó la actividad 5'N, se eliminó el EDTA.
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4.21.3 ENZIMAS MARCADORES DE ORGANULOS SUBCELULARES

4.21.3.1 METODOS ESPECTROFOTOMETRIGOS CONTINUOS

La temperatura de los ensayos fué de 30 ± O, lºC.

4.21.3.1.1 Determinación de la actividad LDH
=================================

La actividad de la lactato deshidrogenasa se determin6 por

medida del decremento de absorbancia a 340 nm, debido al NADH,

en un medio tamponado de sacarosa 0,28 M, tris (34mM)-HCl y
EDTA 1 mM de pH 7,4.

La concentración de piruvato y NADH en .cubeta fué de 80.0 pM
y 85 yM respectivamente •. El incremento de la absortividad mo­

lar para esta reacci6n es a 340 nm de 6.200 A/M cm.

4.21.3.1.2 Determinaci6n de la actividad MDH
---------------------------------
---------------------------------

La actividad de la malato deshidrógenasa se determinó por me­

dida del descenso de absorbancia a 340 nm debido al consumo de

NADH y en un medio tamponado idéntico al caso de la LDH.

La concentraci6n de oxalacetato y de NADH en cubeta fué de

350 rM y 100 yM respectivamente. El incremento de la absorti­

vidad molar para esta reacci6n es a 340 nm de (b-·200 A/M cm.

---------------------------------
---------------------------------

4.21.3.1.3 Determinaci6n de la actividad GDH

La determinaci6n de la actividad glutamato deshidrogenasase

llev6 a cabo por medida del descenso de absorbancia a 340 nm,

debido al NADH (Schmidt 1974). Las concentraciones en la mez­

cla de reacci6n fueron 0,2 mM en NADH, 1 mM en ADP, 2,5 mM en

EDTA, 100 mM en acetato am6nico y 7 mM enoC.-cetoglutarato pre­

parados en un medio tamponado. de trietanolamina 50 mM de pH 8.

El incremento de la absortividad molar es a 340 nm de.6.200
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A/M cm.

4.21.3.1.4 Determinaci6n de la actividad de la
-----------------------------------
-----------------------------------

catalasa
--------
--------

La determinaci6n de la actividad catalásica se llev6·a cabo

por lectura de descensos de absorbancia a 240 nm, debidos al

H202, en un medio tamponado de fosfato s6dico 50 mM de pH 6,8,
a 30 ± 0,1 ºC. La concentraci6n de H202 en la cubeta del espec­

trofot6metro fué 10,2 mM y su absortividad molar es 40 A/M cm

(Aebi 1974).

4.21.3.1.5 Determinaci6n de la'actividad de la NADPH-
-----------------------------------------
-----------------------------------------

citocromo c reductasa
---------------------
---------------------

Esta actividad se determin6 según una modificaci6n de los mé­

todos de Mackler (1957) y de B.S.S. Masters et al (1957)- por
medida de los descensos de absorbancia a 550 nm debidos a la

reducci6n del ferricitocromo c. Las cubetas usadas fueron de

10 mm de paso de luz y de O,� mI totales. En la mezcla de reac­

ci6n se añadieron los siguientes reactivos preparados en tamp6n
fosfato potásico 0,2 M Y EDTA 0,1 mM de pH 7,5:,

- 0,1 mI de ferricitocromo c al 1 % (p/v)
- 0,1 mI de NADPH al 0,1 % (p/v)
- 0,2 ml, de tamp6n - EDTA

El incremento de absortividad molar para esta reacci6n es a

550 nm de 18.500 A/M cm (Hodges y Leonard 1974).

La reacci6n se :Cn.ici6 por adici6n de 0,1 ml, de la disoluc i6n

enzimática.
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.4.21.3.2 METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS DISCONTINUOS

__ Para la determinaci6n de diversas actividades enzimáticas

para las que no fueron adecuados los m�todos espectrofotom�­

tricos continuos, se han empleado m�todos discontinuos consis­

tentes en incubaciones de los enzimas con sus substratos du-

-----------------------------------
-----------------------------------

rante intervalos de tiempo fijos, seguidos de lectura de la

absorbancia.

Las determinaciones se llevaron a cabo en un espectrofot6me­

tro Pye Unicam SP 8-100 termostatizado, en cubetas de vidrio

de 3 mI de capacidad y 10 mm de paso de luz, y a 30 ± O, t cc.

En todos los casos se ha comprobado la relación lineal exis­

tente entre la concentración del producto formado y el inter­

valo de incubaci6n, así como la concentraci6n enzimática. Asi­

mismo, en todos los casos, se confeccionaron los correspondien­

tes blancos a tiempo cero, en los que el agente desnaturalt­

zante se añadi6 a la mezcla de substratos previamente a laadi­

ci6n de la disoluci6n enzimática�

4.21.3.2.1 Determinaci6n de la actividad de la

fosfatasa ácida FA
------------------
--------------_---

El ensayo de la actividad de la fosfatasa ácida, se bas6 en

la actividad hidrolítica del enzima sobre el p-nitrofenilfos­

fato, según 'la reacci6n :

p-ni trofenilfosfato -1- H20 ---.;)J� p-ni trofenol-l- Pi
El p-nitrofenol , en medio básico, presenta una coloración

amarilla que puede de te'r-mí.nar-ee por lectura a 405 nm (absor­
tiv

í

dadmolar en las condiciones del ensayo: 18.500 A/M cm)

(Bergmeyer 1974).

La velocidad de reacci6n no se, puede determinar espectr'ofo-
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tométricamente ya Que el color solo se desarrolla en mediobá­

sico, mientras Que la reacción se desarrolla a pH ácido •

.
La incubación se llevó a cabo a 30 ± 0, lºC y la reacción se

inlció por a��ción de 0,2ml de disolución enzimática, diluida

.ade cuadamerrte, a 0,8 ml, de una disolución de p-ni trofenilfos­

fato (18 mM) preparada en tampón citrato 0,1 M de pH.5,6.

Transcurridos 5 min se detuvo la reacción por adición de 2 mI

de disolución 0,5 M de NaOH y se. determinó la absorbancia a

405 nm.

4.21.3.2.2 Determinación de la actividad de la
-----------------------------------
-----------------------------------

La medida de la actividad de la glucosa - 6 - fosfatasa estuvo

basada en la determinación colorimétrica del fosfato inorgáni­
co liberado en la reacción:

glucosa - 6 - fosfato � H20 --........ Glucosa + P.
J.

El fosfato liberado se hace reaccionar con molibdato amóni­

co en presencia de ácido ascórbico (reductor); la disolución

se estabiliza por adición posterior de arsenito y- citrato Que

complejan el exceso de molibdato y evitan su ulterior reacción

con otros ésteres de fosfato o con el fosfato liberado por hi­

drólisis ácida del substrato (Baginski et al 1974).

La incubación se realizó a 37 ± 0, lºC y la reacción se inició

por la adición de 0,1 mL de disolución enzimática, diluída con­

venientemente, a la mezcla de substratos (0,4 ml, ) : 20 mM en

glucosa - 6 -.fosfato, 0,2 mM en EDTA, 50 mM en sacarosa y 60 mM

en tampón tris-maleato-NaOH de pH 6,5. Transcurridos 10 min,
la reacción se detuvo por adición de 2 mI de una disolución al

2% (p/v) de ácido ascórbico en ácido tricloroacético al 10%

(p/v). La proteína desnaturalizada se separó por centrifugación
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a 4.000 x g, 10 mine La determinaci6n del fosfato liberado se

llevó a cabo por adici6n de.0,05 mI, de molibdato am6nico al 1%
. (p/v) a 1 mI del sobrenadante y, posteriormente de 1 mI de di­

soluci6n de citrato sódico al 2% (p/v) y arsenito sódico al 2%

(p/v) en ácido .acético al 2% (p/v). Transourridos, 15 min se de­

termin6 la absorbancia a 700 nm.

Paralelamente se determin6 la absorbancia de un blanco que

en lugar de 0,1 mI de disolución enzimática,. contenía 0,1 mI

de tiampén; y de "un patrón que en lugar de dicha disoluci6n en­

zimática, contenía O,i mI de disoluci6n 1,5 mm. de fosfato mono­

potásico en sacarosa 0,25 M.

4.21.3.2.3 Determinaci6n de la actividad de la
----------------------_------------
-----------------------------------

La determinación de la actividad de la tiamín - pirofosfatasa

(Morre 1971) se realizó por medida colorimétrica de la concen­

trac�ón del fosfato inorgánico liberado en la reacción:

Pirofosfato de tiamina � monofosfato de tiamina�P.
J.

según el método de Fiske y Subbarow (1925) (véase 4.21.3.2.3.1).

La incubaci6n se llevó a cabo a 37 ± 0, lQC y la reacci6n se

inició por adición de 0,3 mI de la disolución enzimática, di­

luída adecuadamente, a 8,7 mI de disolución de substrato que

contuvo pirofosfato de tiamina 3,3 mm y CaC12 15 mM, entam­

p6n veronal sód'ico 33 mm de pH 8,0. Tras 10 min de incubaci6n,
la reacción se detuvo por adición de 3 mI de disolución al 10%

(p/v) de ácido tricloroacético. La proteína desnaturalizada se

separó por centrifugación a 4.000 x g, 10 min y 1 ml del sobre­

nadante se utilizó para la determinación colorimétrica del P.
J.

. (véase·.4.2l.3.2.3.l).



-88-

4.21.3.2.3.1 Determinaci6n de.l P. por el método de
----�------------- l ----------------

Fiske y Subbarow
-------�--------

El método propuesto 'por �iske y Subbarow (1925) para la deter­

minación de fosfato, e st
á

basado en la reacción de éste con el

molibdato amónico, en medio ácido, con formación de ácido fos­

fomolíbdico que una vez reducido por el reactivo de King, pro­

duce la aparici6n de un color azulado que pue.de .determinarse a

660 nm ,

El reactivo de King se prepar6 por disoluci6n 'de 0,5 g deáci­

do l-amino-2-naftol-4-sulf6nico en 195 mI .de disolución al 15%

(p/v) de NaHS03 • Una vez conseguida la disolución, se adicio­

nó a la misma 5 mI de sulfito s6dico heptahidratado (10 g en 19

mI de H20). El reactivo es necesario que se prepare cada dos se­

manas y se -conserva en atm6sfera de nitr6geno y en frasco.de-co-

'lor topacio.

Se ha determinado la curva patrón para cada preparación nue­

va del reactivo. El coeficiente de extinción molar fué 4.000

A/M cm con disoluciones de fosfato de potasio como patrones.

El desarrollo del color, previo a su determinación, se llev6

a cabo por mezcla. en el orden indicado, de los siguientes reac­

tivos :

(1) De 1 a 8 mI del sobrenadante claro, según
la cantidad de fosfato presente.en el mismo

(2) Un volumen de agua tal que sumado al ante­

rior, de un total de $ m'L.:

(3) 0,5 mI de H2S04 5N

(4) 1 mI de disolución de molibdato amónico

al '2,5% (p/v)
(5) 0,5 mI de-reactivo de King.

Tras un intervalo de tiempo de 10 min, a partir de la adición
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del úl timo reactivo, el e olor se de-sarrol16 totalmente y se pu­

do proceder a la lectura de la absorbancia a 660 nm, tal como

se ha indicado anteriormente.

4.22
.. '. .

- - .. .

DETERMINACION DE LOS PARAnmTROS CINETICOS
--�-------�---�---�--------------------�-

Los distintos parámetros cinéticos (constante de Michaelis

K , velocidad máxima V y constantes de inhibici6n K.), se han
m 1 .

determinado estadísticamente ,mediante un ordenador Tektro-

nix 4051, por' regresi6n lineal ponderada (método de mínimos

cuadrados) de la ecuaci6n de Michaelis - Menten - (1913) simple o

extendida al caso de inhibici6n (Cleland 1963); se supusieron

errores simple� en la velocidad inicial (v) , o sea, el mismo

error estándar para cada v (Cornish - Bowden 1976). Dado que el

error se supone normal para v real y no para la v experimental,

se efe�tuaron cinco iteraciones.

4.23 TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

Suspensiones de microsomas tratados con distintos medios, y

de vesículas sinápticas constituyeron- las muestras con la.-ª_que

se efectu6 el proceso preparativo previo a la obtenci6n de las

micrografías electrónicas.

4.23.1 PROCESO DE FIJACION,!

La.-fi j_l?-ción se -;',ha: ��a'ii�2!ª-do :-a--4 ºC": p()r� mezcla de cantida­

des iguales de la suspensi6n de partículas en el medio A (saca­
rosa 0,28 M, tris 34 mM, EDTA 1 mM Y HCl de pH 7,4) y de gluta­

raldehidQ al 5% (v/v) disuelto en el medio A. La me-zcla tras

1,5 h de contacto, se centrifugó (18.000xg, 30 min). El'resi-

.duo cuyo espesor no super6 los 0,5 mm,' se lav6 toda la noche

en contacto con el medio A y posterioemente, con el tampón So-
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rensen (66 mM de pH 7,4) durant"e 1 h. El residuo lavado se ha

post-fijado con Os04 al,2% (p/v) en el tamp6n Sorensen. Con el

c smí o el contacto se mantuvo entre 15 y 30 mine Tras eliminar

el Os04 el residuo se lavó tr�s veces con agua y por espacio

de 1 h cada vez. Finalmente se .añad
í é

-.etanol al 70% para pro­

ceder a la deshidrataci6n. El residuo se recuper6 con ayuda de

una espátula y la deshidrataci6n se llev6 a cabo par inmersi6n

en series sucesivas de etanol: 70º, 80º, 90º, 95º y etanol ab­

soluto.

4.23.2 PROCESO DE INCLUSION

Las muestras: deshidratadas se han tratado con el disolvente

·del mon6mero, que no es soluble en agua, en el orden que se

describe a continuaci6n:

- Dos partes de etanol absoluto y una parte de

6xido de propileno
- Una parte y una parte
- Una parte y tres partes
- Oxido de propileno absoluto.

El tiempo empleado en estas operaciones fué de 15 min, repi­

tiéndose cada proceso tres veces. Las muestras asi tratadas ya

se pudieron introducir en el mon6mero y comenzar su polimeriza­

ción en la forma habitual con"Araldite Durcupan ACM".

PROCESO DE ULTRAMICROTOMIA

Se trabajó con un ultramicrotomo Reichert OmU-2 con cuchillas

de cuarzo o diamante y se tomaron muestras a distintos niveles

del residuo, para que las observaciones fueran más representa­

tivas.
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4.23.4 PROCESO DE TINCION

La tinci6n se ha llevado a cabo con acetato de uranilo al

2% (p/v) según el método'de Watson (1958), y citrato de plomo

según la técnica de Reynolds (1963).

PROCESO DE OBSERVACION

La observaci6n de las muestras se realiz6 en un microscopio

electr6nico EM 200 Y EM 301, a 60 kV de aceleraci6n y en el

Servicio de Micros.copia Electr6nica de la Universidad de Bar­

celona.



5 PAR T E E X P E R 1 M E N TAL
------------------------------------
------------------------------------
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5.1 CATABOLISMO PURINICO EN LA FRACCION SOLUBLE

DE CEREBRO DE RATA

El recambio de los ácidos nucleicos (Imondi et al 1970 ) y de

los nucleótidos (Hendersony Paterson 1973, Herscho et al 1967)

en la célula, pone de manifiesto la importancia de los enzimas

de la síntesis "de novo" de las purinas, de la via de recupe­

ración y la del catabolismo purínico. En el tejido cerebral,

la sintesis "de nov?" es mucho menor que en el tejido hepáti­
co (Howard et al 1970 , Wong y Henderson 1972) y los niveles celu­

lares de las distintas purinas se mantienen por el equilibrio

dinámico entre las.rutas catabólicas y las de recuperación y,

eventualmente, por, el aporte purínico por medio de la sangre,.

tal como se ha demostrado que ocurre en la médula 6sea de co­

nejo (Yamada 1961).

Algunos de los enzimas del catabolismo purínico son inhibi­

dos por sus propios productos de reacci6n, por análogos es-

tructur-at.e e de éstos y por los nucle6tidos. Así, la xantina,
la hipoxantina y la guanina inhiben a,la purinnucle6sido fos­

forilasa (PNP) de eritrocitos humanos (Krenitsky et al 1968);
la adenosina, la inosina, la citidina y el fosfato inorgánico

(P.) .a la 5 'Nucleotidasa (5 'N) de hígado de rata (Fox y lVIar-
J. '

chant 1974, Nakamura. 1976) y la inosina a la adenosina desami-

nasa de duodeno de pollo y de hígado de buey (Hoagland y Fis­

cher 1967, Fonoll et al 1982). La xantina inhibe a la guanina

aminohidrolasa (GAH) de cerebro de cobaya (Martinez-Farnós et

al 1978) y de hígado de buey (Galilea et al 1931), pero no

afecta a la de músculo de bacalao (Roy 1967).

El AMP, el ADP, el ATP y el 3'5'AlVIP-c Lnh í.ben a la adenosi­

na de;saminasa (ADA) de eri troci tos humanos (Siegenbeek van Heu­

kelom 1976); el ADP, el ATP, el GDP y el IDP inhiben a la 5'N

de músculo liso de intestino delgado de cerdo (Burgery Lowens­

tein 1975), mientras que los 2'y 3 '-nucleótidos inhiben al en-
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zima de glándula pituitaria bovina (Lisowski 1966). La PNP de

Bacillus cereus es inhibida por XMP, GTP y GMP, y también por

AMP y ATP de forma cooperativa (Serra et al 1971.). La alantoí­

na y el GTP son efectores de la forma alostérica de GAH de hí­

gado de rata (Josan y Krishnan 1968, Kumar y Krishnan 1970) y

el ATP lo es de la 5'N de hígado de pollo y_de rata (¡toh et

al 1978, Van der Berghe et al 1977) y de cerebro de buey (Mal-

101 y Bozal 1982).

La íntima relación existente entre las diversas reacciones

que catalizan los enzimas comentados sagiere que sus activida­

des puedan condicionarse mutuamente a través de los intermedia­

rios metabólicos comunes'. En el presente capítulo se comparan

los parámetros cinéticos de la adenósina desaminasa (ADA), gua­

nina aminohidro1asa (G�H), 5'Nucleotidasa (5'N) y purinnucleó­

sido fosforilasa (PNP) de tejido cerebral de rata, respecto de

sus substratos, y se establece el efecto inhibidor de los in -

.

termediarios metabólicos. Los resultados que se exponen pueden

contribuir a la formación de hipótesis·sobre la acción conjun­

ta de los mencionados enzimas en el tejido cerebral de rata.

SISTEMA ADENOSINA - ADA - INOSINA

En la ADA de cerebro de rata se ha obtenido:

Km = 54 ± 1 p-lVI
determinada con adenosina 25 - 150 p.lVI Y de 0,036 U/ml (de la

fracción soluble. Véase 401). El valor concuerda con el del en­

zima de corteza cerebral de rata (Km = 54 - 57 p.M) (Pull y lVIcIl-

-wain 1974), pero difiere del enzima de cerebro de mono

(K = 32 nM) (Tri tsch et al 1976) Y es superior también al en-
m r--- ,

�ontrado para el enzima cerebral de otros orígenes (Arch y

Newsholme 1978).
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La ADA es inhibida competitivamente por la inosina (0,16-

0,48 mM, 0,017 U/mI de ADA del purificado parcial - véase 4.2'::") :

Ki (inosina) = 570 ± 20 p.M ,

por la guanosina (0,083 - 0,25 mM, 0,017 U/mI de ADA del puri­

ficado parcial -véase 4.-2-) :

Ki (guanosina) = 300 ± 40 p.M

y por la adenina (0,39 - 0,79 mM, 0,017 ,U/mI de ADA del puri­

ficado parcial -véase 402-):

K. (adenina) = 1,09 ± 0,08 mM •

l.

Los resultados concuerdan con lo descrito para el enzima d�

duodeno de pollo (Hoagland y Fischer �967). El AMP, la guanina

y GMP, la hipoxantina e IMP, la xantina y XMP, o el ácido úri­

co, todos hasta 250 pM, no'parecen afectar a la actividad del

enzima.

5.1.2
'

SISTEMA GUANINA - GAH - XANTINA

En la GAH de cerebro de rata ,se ha obtenido:

Km = 6,40 ± 0,07 pM
determinada con guanina 10 - 60 pM y 0,010 U/mI de GAH. El va­

lor es análog� al de la forma michaeliana del enzima de cere­

bro de rat6n (Km= 6 pM) y al valor de sO,5 de la forma alos­

térica A de hígado de rata (5,3 pM) pero difiere del corres­

pondiente a la forma B michaeliana del mismo te jido (Km =20 pM)
(Kumar et al 1978). En otros casos, los valores que se indican

varian en un margen amplio: 10,5 pM para hígado de conejo (Cu­
rrie y Bray 1967), 11 pM para cerebro de cerdo (Rossi et al

1978), 80,6 pM �ara riñ6n de rata (Sanger y Sudhir 1970), 5pM
para suero humano (Carraway 1966) y 33 fM para músculo de baca­

lao (Roy 1966).
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La xantina (0,01- 0,05 mM, 0,01 U/mI de GAH) es inhibidor

competitivo de la GAH :

Ki (xantina) = 119 ± 5 rwr .

La adenina, la adenosina y AMP, la guanosina, y GMP, la ino­

sina e IMP y el ácido úrico, la xantosina y XMP (hasta 100pM)
no parecen afectar a la actividad del enzimao Por su parte, el

enzima de hígado de bacalao no es inhibido por la hipoxantina

ni por la xantina (Roy y Roy 1967) y el de cerebro de cobaya

es inhibido competitivamente por ambas purinas y por al ácido

úrico, pero la adenina no afecta a su actividad (Martinez­
Farnós et al 1978).

5.1.3 SISTEMA DE LA 5'NUCLEOTIDASA

La actividad, 5'N de cerebro de rata no depende del ión Mg

(11) para su actividad', en lo que concuerda con el enzima de

cerebro de oveja (Ipata 1968), mientras que la actividad del

enzima de hígado de pollo depende, de modo absoluto, de los

iones divalentes (Itoh et'al 1978).

La determinación de las velocidades iniciales con los diver­

sos 5'monofosfato de purinnucleósidos conducen a los valores

de la tabla VIII. Los valores de K
'

del enzima de diferentes
m

procedencias muestran una gran variabilidad (Lisowski 1966,

Song y Bodansky 1966, Ipata 1967, Bossman y Pike 1971, Tanaka

et al 1973, Mallol 1980).

Se pone de manifiesto que el orden relativo de velocidades

máximas es inverso al de las constantes de Michaelis de los

distintos substratos. Así, el substrato más afín es el AMP ,

cuya velocidad máxima es la mayor, seguido del I� y del GMP,

cuyas afinidades son comparables; el XMP es el peor substrato.

En cerebelo de rata, el substrato más afín es el AMP (Bossman



TABLA VIII

ESPECIFICIDAD DE SUBSTRATO DE LA 5'NUCLIDTIDASA

Substrato Margen de concen­

traciones (pM)
U/mI

(a)
K�(pM) V(b) V relativa

rmoles (b)( . tín)man mg pro e a

Coeficiente de efi-

cacia (c)

AMP 5 - 190 0,005 24 + 1 0,095 + 0,002 100 1
-

IMP 37 - 560 0,005 110 + 4 0,0583 � 0.,0006 62 0,13
-

GMP 100 - 500 0,005 220 + 20 0,043 � 0,002 45 0,05

XMP 93 - 460 0,014 1400 + 14 0,017 + 0,003 18 0,003
-

(a) Unidades de 5'N utilizadas en el ensayo, determinadas con respecto a su substrato AMP (véase 4.2)

(b) Los valores comparativos de V se han obtenido con el enzima del purificado parcial

(c) El coeficiente de eficacia fue definido por SoIs y Crane (1954)
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y Pike 1971), mientras q�e en hígado de pollo lo es el IMP,

seguido del GlVIP, el AlVIP y del XlVIP, cuya ve Loc í.dad relativa

es del 31 % respecto a la del IMP (Itoh et al 1978).

La adenosina (167 FM) inhibe a la.5'N el 98 % frente a IMP,

el 92 % frente a GMP y el 70 % con XMP. Con AMP (75 pM), la
inosina, la guanosina y la xantosina (333 pM) o la adenina ,

la guanina, la hipoxantina y el ácido úrico (250 rM) no afec­

tan a la actividad de la 5'N. Sin embargo, se ha descrito la

influencia de los nucle6tidos purínicos sobre la actividad del

enzima (Ipata 1967, 1968; Murray y Friedrichs 196-9; Fox y Mar­

chant 1974). Estas inhibiciones no se han considerado en el

presente trabajo, ya que los nucle6sidos .di y trifosfato no

se pueden considerar intermediarios dBl metabolismo(fig 4 ).

5.1.4 SISTEMA DE LA PURINNUCLEOSIDO FOSFORILASA

La deter�inaci6n de las velocidades iniciales con los di­

versos nucleósidos purínicos, ha permitido obtener los valo­

res que aparecen en la tabla IX.

El orden relativo de las velocidades máximas, indica que el

enzima actúa preferentemente sobre la inosina o la guanosina,

dependiendo de la concentraci6n de nucle6sido, ya que la ve­

locidad máxima (V) es superior con inosina y la constante de

Michaelis (K ) es menor con guanosina. En cuanto a la xantosi-
m

na , la afinidad del enzima por este s-._;¡_bstrato es alta, supe-

rior incluso a la de la inosina, aunque la velocidad máxima es

muy pequeqa. Por otra parte, la adenosina no es Bubstrato del

enzima.

Los resultados co�entados son similares a lo descrito para



TABLA IX

ESPECIFICIDAD DE SUBSTRATO DE LA PURINNUCLEOSIro FOSFORILASA

Substrato Margen de concen­

traciones (pM)
U/rol

(a)
Km(pM) V(b) V relativa Coeficiente de efi-

pmoles
(min ma n1"nTPtn;:¡)

(b) cacia (e)

INOSINA 28 - 307 0,004 97 + 4 0,59 + 0,02 100 1

GUANOSINA 11 - 125 0,009 32 + 2 0,31 � 0,02 52 1,6

XANTOSINA 33 - 167 0,096 34 + 3 0,0152 + 0,0004 2,4 0,07

ADENOSINA hasta 200 0,096 < 0,5

(a) Unidades de PNP utilizadas en el ensayo, determinadas con respecto a su substrato inosina (véase 4.2)

(b) Los valores comparativos de V se han obtenido con el enzima del purificado parcial

(e) El coeficiente de eficacia fue definido por SoIs y Crane (1954)
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el enzima de Bacillus cereus (Gardner y Kornberg 1967), para

el que la inosina es el substrato más afin seguido de la gua:-,

nosina, mientras que las velocidades con xantosina y adenosina

son muy reducidas. Por el contrario, frente al enzima parcial­

mente purificado de médula 6sea de conejo, la inosina o la

xantosina no son substratos o inhibidores (Yamada 1961). Asi­

mismo, los valores de -constantes de Michaelis asignados al en­

zima de diversas procedencias son muy variables (Friedkin y

Kalckar 1950, Gardner y Ko'rriber-g 1967, Kim et al 1968 b,

Sheen et al 1968, Agarwal y Parks 1969, Gilpin y Sadoff 1971,

Serra et al 1971, Lewis y Glantz 1976).

La hipoxantina (10 - 120 pM, 0,005 U/mI de PNP de la fracción

soluble -véase 4.1-) y la guanina (17 - 120 p.M, 0,012 U/mI de

PNP del purificado parcial exento de GAH -véase 4.2-) son in­

hibidores competitivos de la PNP. Con guanosina como subs­

trato:

Ki (guanina) = 16 ± 2 p.M Y Ki (hipoxantina)= 22 ± 2 p.M .

Con inosina como substrato:

Ki (hipoxantina) = 39 ± 3 p.M Y Ki( guanina) = 23 ± 3 p.M.

Los valores de las constantes de Michaelis para inosina y

guanosina y los de las constantes de inhibición para hipoxan­

tina y guanina, concuerdan con el carácter reversible de la

reacción catalizada por la PNP (Krenitsky et al 1968 a y b).

5.1.5 SISTEMA DE LA XANTINA OXIDASA

Se investig6 la posible actividad xantina oxidasa en el te­

jido cerebral,de rata con distintas concentraciones de xan­

tina (hasta 100 p.M), en ausencia o en presencia de NAD (hasta

500 p.M), con la máxima concentración de proteina que no inter-
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fiere.en las determinaciones (0,05 mg/ml de la fracción solu­

ble -véase 4.1- en la mezcla de reacción) y en ningún caso se

o�servó actividad.

5.1.6 ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS VELOCIDADES

MAXlMAS DE REACC ION

Los resultados que aparecen en la tabla X, indican que la

PNP es la que exhibe la mayor velocidad de reacción al actuar

soore la inosina y la guanosina, seguida de la GAH al desami­

nar la guanina.

En cuanto a la 5'N, que marcárá la pauta degradativa (el de

la prim�ra etapa del catabolismo), exhibe la velocidad dereac­

ción mayor con AMP. Ello indica que el recambio de los nucleó­

tidos de adenina debe ser el más elevado y que se produceade­

nosina en mayor cantidad que la que puede ser transformada por

la ADA (Tabla X). La probable acumulación de adenosina, per­

mitirá su reincorporación al acervo nucleotídico por inter­

vención de la adenosina quinasa cuya actividad depende de la

concentración de ATP (Agarwal et al 1976, Smith et al 1977).

5.1.7 DISCUSIOR

Los resultados experimentales descritos, proporcionan algu­

nos elementos de juicio para poder esquematizar una posible

explicación con respecto al comportamiento de la vía catabó-

1ica del metabolismo general de las purinas.

Para mantener las máximas analogías con los sistemas "in vi­

vo", las condiciones de experimentación han sido de pH 7,4 y

de temperatura 37ºC •. En estas condiciones, se han determinado



TABLA X

ACTIVIDADES ESPECIFICAS y V DE LOS ENZIMAS ADA, GAH, 51N, J. PNP EN LA FRACCION SOLUBLE

DE CEREBRO DE RATA

Enzima Substrato Actividad específica
pmoles

( . e.: )
mm mg pr-o teína

V

pmoles
(
min mg proteína)

ADA Adenosina 0,0080 0,0122

GAH Guanina 0,0506 0,0539

51N AMP 0,0173 0,0214

PNP Inosina 0,0521 0,1026

En la determinación de las actividades específicas, la concentración de cada subs-

trato fué de 100 pM (Véase 5.1.6)
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�

distintos parámetros cinéticos para cada uno de los enzimas es-

tudiados. También se ha enaay ado el efecto inhibidor de los in­

termediarios del metabolismo purínico. Con ello, se pueden es­

tablecer las condiciones cinéticas básicas del funcionamiento

de cada sistema.

La ADA de cerebro de rata, para la cual se ha obtenido un va­

lor de Km de 56 pM con adenosina, muestra un comportamiento si­

milar en otros 6rganos de otras especies, ya que en to�os se

encuentran unas Km que varían entre 10 y 60 pM con adenosina

(Hoagland y Fischer 1967, Chassy y Suhadolnik 1967, Ma y Fis­

cher 1968, Simon et al 1970, Maguire y Sim 1971, Agarwal et

al 1975 a, b; Tritsch y Rosenfeld 1976, Hamill y Tritsch

1976, Ag�rwal et al 1977, Arch y Newsholme 1978, Fonoll et al

1982). Así pues, la ADA tiene una elevada afinidad por su

substrato adenosina. El enzima es inhibido por el producto de

la reacci6n (inosina) de forma competitiva y con un valor de

Ki de 570 p.M, lo que indica que la afinidad del enzima para

con la inosina es unas 10 veces menor (K /K.) que para con el
ID J.

substrato. En cerebro de mono, la afinidad para con la inosina

es siete veces menor (Tritsch y Rosenfeld 1976). Análogamente,
el enzima es inhibido de forma cc�petitiva por la guanosina y

por la adenina, lo que concuerda con los estudios realizados

con el enzima de eritrocitos humanos (Daddona y Kelley 1977).

Lcs restantes intermediarios del metabolismo no inhiben al

enzima que tampoco parece sufrir inhibición por exceso de

substrato (hasta 200 pM, dato acorde con Hoagland y Fischer

-1967- en doudeno de pollo). Ello demuestra, a nivel metab61i­

ca, una regulaci6n poco efectiva del enzima.

La GAH también tiene una elevada afinidad con su substrato
I

guaLina (Km= 6,8 p.M) Y solo es inhibido de forma competitiva

por el producto de la reacción, la xantina (Ki= 119 pM). Los
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valores de K del enzima de diversos orígenes oscilan entre
m

5 y 8 p.M (Carraway 1966, Roy 1966, Mansoor et al 1963, Currie

y Bray 1967, Bergstrom y Bieber 1978, Kumar et al 1972, Rossi

et al 1978� Gaiilea et al 1981). Por su parte, para el enzima

de hígado de bacalao, ni la hipoxantina ni la xantina son in­

hibidores (Roy y Roy 1967), mientras que para el de cerebro de

cobaya, tanto la hipoxantina, como la xantina o al ácido úri­

co son inhibidores no competitivos (Martinez - Farnós et al

1978). No obstante, con los datos aportados en este trabajo,

cabe esperar que el comportamiento del enzima "in vivo" sea

el de desaminar de forma rápida (por su elevada V en la frac­

ción soluble -tabla X-) la guanina transformándola en xantina.

"In vivo" el posible efecto inhibidor de la xantina es poco

probable pues se requerirían concentraciones d� xantina cien

veces superiores a las de guanina (1 p-M) par-a una inhibición

del 50 %.

La actividad de la 5'N de cerebro de rata, se :pon¿ de

manifiesto incluso en ausencia. del ión Mg (II) en el me­

dio. La presencia del i6n es imprescindible para la actividad

5'N de Bacillus subtilis K (Ozaki y.Shiio 1979), de hígado de

pollo (Itoh et al 1978), de hígado de rata (Fritzson 1968)

y de bacterias marinas (Ahlers et al 1978) entre otros oríge­
nes. Sin embargo, otros autores han demostrado que la activi­

dad de la 5'N de corazón de rata (Sullivan y Algers 1971), de

glándula mamaria de rata (Chaterjee et al 1979), de linfoci­

tos de cerdo (Dornand et al 1977, 1978), de células HeLa (Bra­
ke 1978), de cerebro de cordero (Ipata 1967, 1968) Y de cere­

bro de buey (Mallol y Bozal 1982) no se modifica en presencia

del i6n Mg (II). La actividad del enzima solubilizado de mem­

branas tiroideas de buey tampoco es dependiente del ióri Mg

(II) (Peeters et al 1981).
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El enzima ha mostrado, con los substratos ensayados (AlVIP ,

IlVIP, GlVIP Y XMP), un comportamiento estrictamente michaeliano.

Se ha puesto de manifiesto que el orden relativo de veloci­

dades máximas es el mismo que el de afinidades por el subs­

trato (Tabla VIII). Bossman y Pike (1971) en cerebelo de rata

encuentran que el orden de afinidades de substrato para la

5'N es AMP> GMP> IlVIP, mientras que en hígado de pollo, el or­

den de afinidad es muy distinto y el substrato más afin es el

IlVIP, seguido de GlVIP y de A�� (Itoh et al 1978). En cuanto al

XlVIP, que ha sido poco utilizado y del que no existe .. la K
m

correspondiente para la 5'N de ningún órgano, se ha indicado

una velocidad relativa del 31 % comparada con la del IlVIP,

también en hígado de·pollo (loe. cit.).

Respecto a las posibles inhibiciones, se confirma la ausen­

cia de las mismas excepto por los productos de la reacción. El

enzima de cerebro de rata es fuertemente inhibido por adenosi� ,

na (que por defecto del método no se pudo estudiar cinética­

mente, aunque como en los otros sistemas estudiados, cabe es ....

perar que la inhibición sea de tipo competitivo). Estos datos

se confirman en unos casos, ya que en placenta humana la ade­

nosina es inhibidor competitivo (K. = 0,4 mM) (Song y Bodans-
l

ky 1966), al igua.l que en hígado de rata (K. = 0,8 mM) (Naka-
. l

mura 1976, Tanaka et al 1973). La inosina también inhibe com-

peti tivamente en placenta humana (K. = 3 mM) (Song y Bodansky
l

1966) así como en hígado de pollo, y se muestra como el inhi-

bidor por producto más potente en organismos uricotélicos

(Itoh et al 1967) en los que el substrato más afín es el IMP.

En otros casos, con estudios más amplios, se demuestra que

el enzima de cerebro de cordero no es inhibido por P., hipo-
l

xantina, guanina e inosina (Ipata ·1967, 1968), mientras que,

a veces, se habla de inhibiciones por mononucleótidos (Burger

y Lowenstein 1975, Fax y Marchant 1976) y que no son tales
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pues al ser substratos, los mononucleótidos se unen ineludi­

blemente al enzima; de ello resulta una inhibición ficticia

si se ensaya la actividad para con otro substrato.

El enzima de diversos orígenes es modulado por di y trinu­

cleótidos, principalmente por ATP, ADP Y GTP (Ipa ta 1967, 1968;

Murray y Friedrichs 1969, Burger y Lowenstein 1975, Fox y Mar­

chant 1976, Van der Berghe 1977). Estos efectos no se estudian

en este trabajo pues estos metabolitos no se pueden conside­

rar intermediarios del metabolismo (fig 4 )0 No obstante, es

posible que debido a ello, el enzima ejerza una función de

control del nivel de los distintos nucleótidos, si bien de

forma d
í

s t f.n+a en animales ur-e e t
é l í.c o s que en uricotélicos •

Así, el enzima contribuye al recambio de los nucleótidos de la

célula, al prunucir nucleósidos que, bien pueden seguir

la vía degradativa, o bien reincorporarse al acervo. de nucleó­

tidos vía nucleósido quinasas como ya se ha descrito para la

adenosina (Agarwal et al 1976, Smith et al 1977).

El estudio de la PNP de cerebro de rata se puede ahordar des­

de el punto de vista de cada uno de sus posibles substratos •

El valor de Km hallado para guanosina, 32 p-M está en consonan­

cia con el valor de 43,5 pM encor.trado para la PNP de cerebro

de buey (Lewis y Glantz 1976). El valor de K con inosina, 117
m

p.M es superior al de 17 p.M obtenido con el enzima de h Igado de

buey (Friedkin y Kalckar 1950) Y más cercano a los valores que

se indican para eri troci tos normales (58 - 67 p-M) (Kim et al

1968 b; Sheen et al 1968, Agarwal y Parks 1971), para la célu­

vegetativa (46 fM) Y para la espora (70 pM) de Bacillus cereus

(Gardner y Kornberg 1967, Gilpin y Sadoff 1971, Serra et al

1971). El valor estimado para la xantosina, 36 p-M, no puede

ser comparado pues no existe dato análogo en la bibliografía.

Sin embargo, ateniéndonos a la tabla IX, se concluye la muy be.­

ja velocidad de reacción para con la xantosina, así como la
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prácticamente nula con la adenosina, lo cual está en concor­

dancia con los datos de Gardner y Kornberg (1967), resumidos

en la tabla XI.

TABLA XI

VELOCIDADES RELATIVAS PARA CON LOS DISTINTOS SUBSTRATOS

DE LA P1� DE Bacillus cereus (Gardner y Kornberg 1967)

Substrato Célula vegetativa Espora

INOSINA 100 100

DESOXI INOSINA 54 48

GUANO S INA 50 65

DESOXI GUANOSINA 53 46

ADENOSINA 0,5 0,5

XANTOS INA 0,5 0,5

O'IROS 0,5 0,5

En cuanto a las iWlibiciones, el enzima se combina tanto con

guanina como con hipoxantina, que son los productos de los subs­

tratos más afines. La xantina (0,1 mM) no inhibe apreciable­

mente pero cabe esperar que también se combine con el enzima

y el efecto sea cuantizable solamente a mayores concentracio­

nes del inhipidor. Los restantes intermediarios no inhiben al

enzima. La inhibici6n, de tipo competitivo, de guanina e hipo­

xantina, tiene unas K. muy bajas y esto con independencia del
.l

substrato (Guanosina o inosina -véase tabla IX-). Las K. son
l
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comparables al valor de K del enzima con guanosina e incluso
m

menores que la K con inosina (Tabla IX). Si se comparan es-
m

tos datos con los que se conocen para el enzima de otras fuen-

tes, se manifiesta la gran variabilidad genética del enzima.

En m�dula ósea de conejo, ni la xantosina ni la guanosina inhi­

ben ni son substratos del enzima (Yamada 1961); en Bacillus

subtilis, tanto XMP como GMP inhiben de forma no competitiva,

mientras que el AMP lo hace de forma cooperativa (Serra et al

1971); en Salmonella typhimurium y Escherichia coli, la adeni­

na inhibe de forma no competitiva (Jensen 1976); en eritroci­

tos humanos, los resultados son más concordantes y tanto hipo­

xantina como xantina y guanina inhiben de forma competitiva,

con unas Ki entre 10 y 40 rM, mientras que la adenina tiene un

efecto menos acusado, con una K. de 6,6 wM (Krenitsky et al
1

1968 a y b).

Estas inhibiciones son ficticias, por el caracter netaffiente

reversible de la reacción. Así, el hecho de que los valores de

K con guanosina e inosina y Lo s de K. para guaní.na e hipoxan-
m 1

tina sean del mismo orden de magnitud, implica que el enzima

puede actuar en uno u otro sentido, según sean las concentra­

ciones intracelulares de los metabolitos citados. Por su parte,
la actuación del enzima con xantosina tendrá poco significa­

do "in vivo" salvo en condiciones límite que impliquen una acu­

mulacj_ón apreciable del nucleósido, lo cl.lal es poco probable.

En cualquier caso, el enzima actuará en su papel anabólico o

catabólico dependiendo no solo de las concentraciones de gua­

nosina, inosina, hipoxantina y �lanina (y, ocasionalmente de

xantosina), sino de los otros dos substratos necesarios: P. pa-
.

. 1

ra la vía catabólica, y R - 1 - P para la vía biosintética de nu-

cleósidos. Por lo demás, el enzima será indiferente a los nive­

les de los de�ás intermediarios, lo que sugiere que la única

regulación profunda para la PNP es la genética.
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En cuanto a la· poca o nula actividad de la xantina oxidasa

que confirma los datos de Markley et al (1973), es de presu­

mir que sea una constante en el cerebro de mamíferos, con un

significado fisio16gico aún obscuro. No obstante, se puede

pensar en una posible toxicidad del ácido úrico en el cere­

bro, al igual que ocurre con las oxopurinas en el sistemaner­

vioso, tal como se ha indicado por Rosenbloom et al (1967) y

por Seegmiller (1976).

El estudio comparativo de las velocidades máximas de los en­

zimas estudiados que se especifica en la tabla X, permite emi­

tir una hip6tesis acerca de qué vía catab61ica está más favo­

recida y cúal menos.

El enzima de la primera etapa del catabolismo, la 5'N, ex­

hibe la velocidad de reacci6n mayor con An�, lo que indica que

el recambio de los nucle6tidos de adenina debe ser el más ele­

vado. Además, es posible una producción de adenosina mayor

de la que puede ser convertida en inosina por la ADA (TablaX).
La probable acumulaci6n de adenosina permitirá su reincorpora­

ci6n al acervo nucleotídico por intervenci6n de la adenosina

quinasa, cuya actividad depende de la concentraci6n de ATP

(Agarwal et al 1976, S�ith et al 1977).

El carácter reversible de la reacción catalizada por la PNP

y el que el sistema inosina - hipoxantina (fig 4 ) se halle

desplazado hacia la formaci6n de inosina (K. (hipoxantina) < K
l m

(inosina)), sugiere que pueda influir en la transformaci6n de

la adenosina en inosina, catalizada por la ADA. Al ser la ino­

sina inhibidor por producto de la ADA, su concentración puede

determinar que sea mayor la cantidad de adenosina recuperada

por la vía de la adenosina quinasa.

Debido a la ausencia de actividad xantina oxidasa en el te­

jido cerebral de rata, el catabolismo de los nucle6tidos de
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hipoxantina conduce a su liberación y, por la intervención de

la hipoxantin - guanin fosforibosil transferasa (HGPRT),
-

se

transformará en IMP (Adams et al 1971, Olsen y Milman 1978).
Es probable que es tia ruta constituya la fuente principal de

este metabolito, ya que se ha demostrado que la síntesis "de

novo" de los nucleótidos purínicos en el cerebro no es muy

significativa (Howard et al 1970, Wong y Henderson 1972).

Por su parte, el catabolismo de los nucleótidos de guanina

conduce a xantina. La guanina está situada en el penúltimopa­
so catabólico y puede recuperarse por intervención de la HGPRT,

transformándose en GMP. Asimismo, la desaminación de la guani­

na por GAH la transformaría en xantina. Esta última no es

susceptible de transformación en XMP por la vía de la fosfo­

ribosil transferasa, ya que no se ha encontrado un enzima que

catalice efic�entemente dicha reacción. Por tanto, hay que

suponer que el exceso de xantina en cerebro se eliminará por

difusión a la sangre y en el riñón se transformará en ácido

úrico por la intervención de la xan:tina oxidasa presente en

el tejido.

El XMP es solo un intermediario en la interconversión del

IMP y GMP; por tanto, el catabolismo del XMP no se muestra

sea significativo en correlación con las actividades reducidas

que muestran la ,5'N y la PNP en esta vía catabólica (Tablas

VIII y IX).

La validez de las hipótesis aquí formuladas, basadas en ex­

perimentos "in vitro", es limitada ya que pueden intervenir

mecanismos más complejos. Los resultados reseñados dependen

también de los niveles celulares de P. y de R - 1 - P que pue-
l

den modificar la etapa catalizada por la PNP. Por otra par-

te, elfosforribosil pirofosfato (PRPP), que es el cofactor de

la HGPRT en la vía de recuperación (fig 4 ), puede desempeñar

un papel similar.
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5.2 ACTIVIDADES ENZlMATICAS LIGADAS A LOS

MICRO SOMAS DE CEREBRO DE RATA

La presencia de enzimas del catabolismo purínico se ha pues­

to de manifiesto en ,fracciones subcelulares de diversos teji­

dos, entre ellos, la ÁDA y la GAH que se han considerado tra­

dicionalmente como enzimas citosolubles (Jordan et al 1959,

Kumar et al 1965, Mustafa y Tewari 1970, Pu1l y Mcl1wain1974,

Trams y Lauter 1975). La menor actividad exhibida por estos

enzimas en las fracciones subcelulares, en comparación con

otros enzimas citosolubles (LDH o MDH), que también se unen a

las. membranas celulares (Fernández - Santos 1978, Elduque et al

1982), ha determinado que haya sido poco estudiada su presen­

cia en las mismas; tampoco se posee una idea clara de la natu­

raleza química de su unión. En el presente capítulo se ha pre­

tendido efectuar la caracterización cualitativa y cuantitativa

de la interacción de los enzimas LDH, MDH, ADA, GAH Y PNP con

las membranas microsomales del tejido cerebral de rata.

5.2.1 EFECTO DE LOS MEDIOS DE LAVADO DE LOS MICRO­

SOMAS SOERE LA ACTIVIDAD DE LOS ENZIMAS ES­

TmHADOS

A fin de poder comparar las actividades enzimáticas estudia­

das, en los distintos medios de separación de la fracciónmi­

crosomal, se han efectuado experimentos que pongan de mani­

fiesta si la naturaleza del medio provoca variaciones signifi­

cativas de la actividad de los enzimas en estudio.

La fracció� soluble, obtenida como se describió en métodos

(véase 4.3), se diluyó en el medio adecuado, a fin de que la

actividad enzimática final de las disoluciones así preparadas
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fuese'análoga a la de los lavados. En las disoluciones enzi­

máticas así preparadas, se determinaron las actividades de

los distintos enzimas: ADA, GAH, PNP, LDH Y :MDH. Como _control

se emple6 una disolución enzimática preparada por dilución con

el medio A (sacarosa 0,28M, tris 25 mM, EDTA 1 mM, HCl de pH

7,4).

La disoluci6n de desoxicolato al 0,075 % (p/v) en A, no

afect6 a la actividad de los enzimas ADA, GAH, PNP, LDH y,:MDH,

pero cuando la concentraci6n de desoxicolato es superior (0,2
a 0,5 %) no es posible determinar las actividades ADA, GAH y

PNP.

El fosfato s6dico 50 mM, de pH 7,4 no afectá a la actividad

de la ADA, la GAH, la LDH y la :MDH, pero la actividad PNP

av�ent6 un 33 % o un 16 % al añadir 2 mI o 1 mI, respectiva­

mente de la disolución enzimática a la mezcla de reacci6n

(3 mI totales).

Por su parte, el NaCl 0,15 M en A no afect6 a la actividad

de los enzimas ADA, GAH, PNP, LDH y MDH, pero sí lo hizo

cuando la concentración final fué de 4 M en A, tal como se

muestra en la tabla XII.

EFECTO DE 'LAVADOS SUCESIVOS DE LOS MICROSOMAS

CON MEDIOS DE DISTINTA FUERZA IONIeA SOBRE

LA LIBERACION DE LOS ENZIMAS ESTUDIADOS

Las correcciones debidas a los -e f'ec t o s del medio de lavado

para cada actividad enzimática, ya se han tenido en cuenta

al expresar los resultados que se presentan posteriormente.

Los microsomas obtenidos como se describió en métodos (véa­

se 4.3) se sometieron a lavados sucesivos con medios en los
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TABLA XII

MODIFICACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN ESTUDIO

POR EL NaCl 4 M EN EL MEDIO A

Enzima Control
, .

Disolución enzimática afiadida

a la mezcla de reacción

1 mI 2 mI

LDH

MDR

ADA

GAH

P�"'P

100

100

100

100

100

100

100

96

92

18

100

96

52

70

10

La actividad se determinó como se describió en métodos

(véase 4.21.1 y 4.21.3.1). La fracción soluble se diluyó de

forma que en la disolución enzimática la concentración de

NaCl fué 4 M. Como �ontrol se usó la fracción soluble di­

luida con el medio A. Volumen de la mezcla de reacción, 3 ml..

que varió la fuerza iónica. Los resultados se presentan en

la tabla XIII. En ésta y en las siguientes, se toma como re­

ferencia la actividad de los enzimas en la fracción soluble

expresada en rcat/g tejido. Los resultados obtenidos en ca­

da lavado se expresan en partes por 10.000 de activ�da4

(pcat) liberada por los microsomas correspondientes a 1 g

de tejido, respecto a la actividad,del enzima considerado, en

la fracción soluble. Cuando en tablas sucesivas se expresan

las actividades en pp 10.000, se toman como referencia las

actividades de la fracción soluble obtenidas en el medio A

y que se indican en la primera columna de la tabla XIII.



TABLA XIII

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS, POR LAVADOS SUCESIVOS, DE LOS MICROSOMAS DE CEREBRO DE RATA

Fracciónsoluble
er

1 lavado 2º en A 3º en A
er

1 lavado· 2ºlavado
er

1 lavado
er

1 lavado en fosfato

pcat/gcerebro
pp 10.000 pp 10.000 pp 10.000 pp 10.000 pp 10.000

Na Cl 1M

pp 10.000

sódico 50rnM , pH 7,4

pp 10.000

en A NaCl 0,15 M NaCl 0,15 M

1,2"2:"0,3 LDH 453

2,2+0,5 MDH 292

0,0016+0,0005 ADA 242

0,014+0,003 GAH 306

0,006+0,001 PNP 295

Proteína

mgfg cerebro 1,74

22,0 4,1 4,1 1,6 1,6 10,4

21,0 3,2 3,7 3,7 1,3 15,6

8,9 1,1 O O O 3,1

14,6 2,3 O O O 6,4

18,9 2,3 O O O 4,0

0,29 0,12 0,14 0,06 0,24 0,03

Loslavados fueron sucesivos y se trató el residuo del lavado anterior (105.000xg, 90 min) con el medio de lavado

queseespecifica. La actividad se determinó en el sobrenadante de cada lavado.

Losvalores, para cada lavado, se expresan en partes por 10.000 de actividad liberada por los microsomas correspon­

dientesa1 g de tejido respecto de la actividad de cada enzima en la fracción soluble expresada en pcat/g cerebro

(columnadel margen izquierdo). Los valores de las actividades en la fracción soluble sirven de referencia para los

datosexpresados en tablas sucesivas. Los valores de actividad para la fracción soluble han sido estimados con el

95%deconfianza.
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Al tratar los microsomas con medios de mayor fuerza iónica

(NaCl 0,15 o NaCl 1M), después de haber efectuado tres lava­

dos sucesivos de los microsomas con el medio A, no se obser­

va una liberación apreciable de los enzimas del catabolismo

purínico (ADA, GAH y PNP) Y lo mismo ocurre con la LDH y la

MDH (Tabla XIII).

En el último lavado, efectuado con fosfato sódico 50 mM de

pH 7,4, se libera una cantidad moderada de actividad de los

enzimas estudiados, siendo mayor la correspondiente a la LDH

y la MDH (Tabla XIII).

En los experimentos que se describen posteriormente, los mi­

crosomas sometidos.a tres lavados sucesivos en el medio A, se

denominarán "microsomas lavados". De los "microsomas lavados"

ya no es posible conseguir una liberación apreciable de los

enzimas estudiados con medios de NaCl de fuerza i6nica su�e­
rior a la del medio A (Tabla XIII).

EFECTO DE LA SONICACION EN EL MEDIO A SOBRE

LOS "MICROSONAS LAVADOS"

Para estudiar la posible liberación de las actividades en­

zimáticas en estudio a partir de los "microsomas lavados", se

sometieron éstos a sonicaci6n en el medio A y a 18 micrones,

por espacio de 90 s ,. en intervalos de 30 s alternados con pe­

río�os de reposo de 30 s. Los resultados se recogen en la ta­

bla XIV en la que se observa que, en este tratamiento, todos

los enzimas estudiados se liberan de forma aprE:ciable.
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TABLA XIV

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS POR SONICACION EN EL

lVIEDIO A DE LOS "MICROSOMAS LAVADOS" DE CEREBRO DE· RATA

Enzima

LDH

MDH

ADA

GAH

PNP

Sonicado en A

pp 100000

44 ± 3

33 ± 2

35 ± 2

37 t 1

42 ± 1

0,35Proteína

mg/g tejido

Los microsomas, previamente lavados tres veces con el medio

A ("microsomas lavados"), se aon
í

car-on (18 micrones, 30 s por

tres veces) en el medio A. Las actividades enzimáticas se de­

terminaron en los sobrenadantes y se expresan en partes por

10.000 de actividad liberada por los microsomas corre-apon­

dientes a 1 g de te·jido, respecto a la actividad de cada en­

zima en la fracci6n soluble de cerebro (véase pie tabla XIII).

Resultados promedio correspondientes a tres experimentosaná­

logos.

5.2.4 EFECTO DE LA SONICACION EN DISTINTOS MEDIOS

Y EN DESOXICOLATO SOBRE LOS "MICROSOW..AS

LAVADOS"

Los "microsomas lavados" se sonicaron de forma alternativa

suspendidos en NaCl 0,15 M en A, en fosfato s6dico 50 mM de
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pH 7,4 y en desoxicolato 0,075 % (p/v) en A. Los resultados

que se muestran en la tabla XV se comparan con los obtenidos

por sonicación en A (véase tabla XIV).

La sonicación en disolución 0,15 M de NaCl en A no liberó

mayores actividades enzimáticas que la sonicación en A. Asi,
el medio A fué suficiente para anular las posibles interac8io­

nes electrostáticas entre los enzimas en estudio y las membra­

nas microsomales.

La sonicación en presencia de fosfato sódico 50 mM de+plí

7,4 libera mayor cantidad de actividades enzimáticas que la

son�cación en A; pero es en el medio de desoxicolato 0,075%
en el que se observa la mayor liberación de los enzimas enes­

tudio.

5.2.5 EFECTO DEL DESOXICOLATO SOBRE LOS "MICRO SOMAS

LAVADOS" y SOBRE LOS MICROSOlV'lAS SONICADOS

Para comprobar el efecto que ejerce el detergente por siso­

lo, se efectuó un lavado de los "micro somas lavados" con de­

soxicolato 0,075 % (p/v) en A. Los resultados obtenidos apa­

recen en la tabla XVI y demuestran que el detergente, es más

eficaz que la sonicación en A, para conseguir la liberación

enzimática.

Los resultadós obtenidos al tratar con desoxicolato el re­

sidua microsomal obtenido después de la sonicación en A de los

"microsomas lavados" (Tabla XVII) ponen de manifiesto que los

. microsomas, aún liberan cantidades apreciables de los enzimas

estudiados. La liberación, producida por el detergente, está

comprendida entre un 60 y un 75 % de la producida en la soni­

cación anterior.



TABLA XV

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS, POR SONICACION EN DISTINTOS MEDIOS, DE LOS "MICROSOMAS LAVAOOS" DE

CEREBRO DE RATA

Ehzima Sonicaci5n en NaCl 0,15 M

en A

Sonicaci6n en fosfato Sonicaci6n en desoxico -

pp 10.000

s6dico 50mM, pH 7,4

pp 10.000

lato 0,075 % (p/v) en A

pp 10.000

LDH

MDH

ADA

GAH

PNP

41 + 5 60 + 4 76 + 6
-

-
-

40 + 1 53 + 2 55 + 6
-

-

31 + 2 50 + 4 54 + 4
-

-
-

28 + 2 41 + 4 57 + 4
-

-

28 + 2 52 + 8 55 + 6

Proteína

mg/g tejido 0,31 0,32 0,44

Delosmicrosmas, previamente lavados tres veces con el medio A, se tomaron cuatro alícuotas. Tres de ellas se

sonicaron(18 micrones, 30 s, tres veces) en A conteniendo NaCl 0,15 M, en fosfato s6dico 50 mM de pH 7,4 y en de­

soxicolato 0,075 % (p/v) en A. La cuarta se sonic6 en A y los resultados vienen expresados en la Tabla XIV.

Lasactividades enzimáticas se determinaron en las aguas de lavado (sobrenadantes) y se expresan en·partes por

10.000dela actividad liberada por los microsomas correspondientes a 1 g de tejido, respecto a la actividad de

lafracci6n soluble de·cerebro (Véase pie de tabla XIII). Resultados promedio correspondientes a dos experimentos.



-1.19-

TABLA XVI

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS POR TRATAMIENTO CON

DESOXICOLATO DE LOS "MICROSOMAS LAVADOS" DE CEREBRO

DE RATA

Enzima Desoxicolato 0,075 %

(p/v) en A

pp 10.000

LDH 86 + 2

MDH
. .1.
61..:. 1

ADA 70 ± 1

GAH 71 ± 1

PNP 83 ± 3

Proteína 0,30

mg/g tejido

Los microsomas previamente lavados tres veces con el medio

A ("microsomas lavados") se trataron con desoxicolato 0,075 %

(p/v) en A. Las actividades se determinaron en el sobrenadan­

te. los valores se expresan en partes por 10.000 de actividad

liDerads por los microsomas correspondientes a 1 g de tejido,

respecto a la actividad de cada enzima en la fracci6n solu­

ble (véase pie tabla XIII). Resultados promedio correspondien­

tes a tres experimentos análogos.
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TABLA XVII

ACTIVIDADES ENZIMATICAS RELATIVAS LIBERADAS DE LOS MICRO­

SOMAS SONICADOS EN A Y TRATADOS POSTERIORlVIENTE con DESO­

XICOLATO

Enzima Sonicado en A Desoxicolato 0,075 % en A

LDH 100 61 ± 1

MDH 100 70 ± 1

ADA 100 67 ± 2

GAH 100 63 ± 4

PNP 100 75 ± 4

Proteina 0,35 0,13

(mg/g tejido)

Los microso�as, previamente lavados tres veces con el medio

A ("microsomas lavados"), se sonicaron en A y el residuo de

los microsomas sonicados se trató C9n desoxicolato 0,075 %

(p/v) en A. La actividad enzimática se determinó en el sobre­

nadante y se expresan los valores comparativos correspondien­

tes a dos experimentos análogos. El valor 100 se asigna a las

actividades liberadas en la sonicación.
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EF'ECTO COlVlPARATIVO DEL DESOXICOLATO y DE L4-

SONICACION A DISTINTOS INTERVALOS DE TIE��O,
SOBRE LOS "MICROSOMAS LAVADOS"

'Para comprobar que las causas de la liberación enzimática
;

de los "micro somas lavados" son distintas cuando se efectúa

por sonicación o por tratamiento por desoxicolato, se reali­

zó el siguiente experimento comparativo. Una alícuota de "mi­

crosomas lavados" se trató con desoxicolato 0,075 %; otras

cuatro alícuotas se sonicaron suspendidas en A, aunque adis­

tinto número de intervalos de 30 s, con períodos de reposo

de 30 s. Los resultados se recogen en la tabla XVIII. En ella

se observa que la mayor liberación de actividad se produjo al

tratar los microsomas con el detergente. Con la sonicación,
la liberación de las actividades enzimáticas fué progresiva

con el tiempo aunque no alcanzó a la producida por el desoxi­

colato; sin embargo,

ción del detergente

cación durante 90 s

cinco veces).

la cantidad de proteína liberada por ac-

fué menor que la que se liberó en la soni-

(30 s por tres veces) y 150 s (30 s por

5.2.7 EFECTO DE CONCENTRACIONES ELEVADAS DE NaCl

SOBRE LA LIBERACION DE ACTIVIDADES ENZIM4-

TICAS LIGADAS A LOS MICRO SOMAS DE CEREBRO

DE RATA

Para comparar los resultados anteriores con lo que ocu�re

al lavar la fracción microsomal de cerebro de rata con medios

de fuerza iónica elevada, se han efectuado lavados de dicha

fracción con disolución de NaCl 4 M en A. Los resultados se

muestran en la tabla XIX. Después del primer lavado de los

microsomas en la disolución de NaCl 4M en A, el segundo lava-



TABLA XVIII

ACTIVIDADES ENZIMATICAS RELATIVAS LIBERADAS DE LOS "MICROSOMAS LAVAOOS", POR SONICACION A DISTINTOS INTER­

VAWSDE TH14PO O POR TRATAMIENTO ALTERNATIVO CON DESOXICOLATO 0,075 %

Ehzima SONICACION EN A SONICACION EN A SONICACION EN A SONICACION EN A TRATAMIENTO CON DESO-

(30 s x 1) (30 s x 2) (30 s x 3) (30 s x 5) XICOLATO 0,075 %

LDH 24 36 52 62 100

MDH 29 43 54 59 100

ADA 23 29 50 62 100

GAH 23 34 51 58 100

PNP 26 38 51 58 100

Proteína

mg/gtejido 0,19- . 0,30 0,35 0,42 0,31

Delosmicrosomas, previamente lavados tres veces con el medio A, se tomaron cinco alícuotas. Cuatro de ellas se

sonicaron(18 'micrones) a distintos intervalos de tiempo (30 s una vez, dos veces, tres veces y cinco veces); la

�ltimasetrató con desoxicolato 0,075 % (p/v) en A.

Lasactividades enzimáticas se determiParon en las aguas de lavado (sobrenadantes). Los resultados son compara­

tivosyse asigna el valor 100 a las actividades enzimáticas liberadas por el detergente.
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do con el medio A (sin NaC�) liber6 mayores actividades enzi­

máticas que las que aparecieron cuando se efectu6 el primer

lavado con A. Además, estas actividades fueron superiores a

las obtenidas cuando el segundo lavado se efectuó con la di­

soluci6n salina (Tabla XIX a). La pérdida no fué debida a

desnaturalizaci6n, ya que un tercer lavado con A liber6 una

cantidad de actividades enzimáticas que fué complementaria a

las obtenidas en el segundo lavado con el NaCl 4 M en el me­

dio A (Tabla XIX b).

Los micro somas no experimentaron ninguna modifica.ción apre­

ciable, respecto a su contenido enzimático, a causa del trata­

miento con el medio de concentraci6n salina elevada. Este ex­

tremo se comprob6 al tratar con desoxicolato (0,075 %) los

microsomas previamente lavados con A o con la disoluci6n de

NaCl 4 M en A. Los resultados de la tabla XIX c indican que

la liberaci6n de actividad fué similar después de ambos trata­

mientos.

EFECTO DE CONCENTRACIONES ELEVADAS DE PRO­

TEINA (BSA) SOBRE LAS ACTIVIDADES LDH y MDH

LIGADAS A LOS MICRO SOMAS DE CEREBRO DE RATA

En un experimento análogo al reseñado en el apartado ante­

rior, en lugar de utilizar una elevada concentraci6n salina

en los lavados, se añadi6 seroalbÚIDina bovina (BSA), 5mgjml
en A, al medio de lavado, cantidad de proteína que es muy su­

perior a la que aparece habitualmente en la fracción soluble

o en lavados sucesivos de los microsomas. En éstos últimos, y

por la razón comentada, no fué posible la determinaci6n

de las actividades ADA, GAH y PNP. La determinación de las

actividades se llevó a cabo entre 248 y 265 nm (véase métodos

-4.21.1::-), regi6n del UV en la que las proteínas muestran una



TABLA XIX

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS DE LOS MICROSOMAS DE CEREBRO DE RATA AL LAVARLOS CON MEDIOS DE

DIVERSA FUERZA IONICA

Losresultados se expresan en partes por 10.000 de actividad liberada de los microsomas correspondientes a 1 g

detejido,respecto a la actividad de cada enzima en la fracción soluble de cerebro (véase pie tabla XIII)

TABLA XIX a

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS DE LOS MICROSOMAS,
.

YA LAVADOS CON NaCl 4M o CON A, AL EFECTUAR

UNSEGUNDO LAVADO CON A o CON NaCl 4M

Enzima 2º lavado en A 2º lavado en A 2º lavado en NaCl 4M

er er er

(1 lavado efectuado con A) (1 lavado efectuado en NaCl4M) (1 lavado efectuado en NaCl 4M)

pp 10.000 pp 10.000 pp 10.000

22 + 6 66 + 9 11
-

21 + 3 68 + 1 13
-

9 + 3 55 + 8 17

15 + 3 43 + 3 8
-

19 + 6 45 + 4 13
-

-

0,29 0,22 0,09

LDH

MDH

ADA

GAH

PNP

Proteína

mg/gtejido

Alícuotas de microsomas, previamente lavados una vez con A conteniendo NaCl 4M o con A, se lavaron, de forma aná­

loga,conA conteniendo NaCl 4M o con A. Las actividades enzimáticas se determinaron en el sobrenadante después de

laultracentrifugación correspondiente.



TABLA XIX ob TABLA XIX c

ACTIVIDADESENZIMATICAS LIBERADAS DE LOS MICROSOMAS, LAVA­

DOSDOSVECESCON NaCl 4M o CON A, AL EFECTUAR UN TERCER

LAVADOCONA

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS POR ACCION DEL DESOXI­

COLATO DE LOS MICROSOMAS TRATADOS DOS VECES CONSECUTI­

VAS CON NaCl 4M o CON A

Ehzima
er

3 lavado en A

er

(1 y 2g en A)

pp 10.000

er
3 lavado en A

er
(1 y 2g en NaCl 4M)

pp 10.000

Enzima Desoxicolato

(Oerl y 2g en A)

pp 10.000

Desoxicolato

er
(1 y 2g en NaCl 4M)

pp 10.000

LDH 4 33 LDH 113 120

MDH 3 39 MDH 110 117

ADA 1 28 ADA 66 70

GAH 2 21 GAH 78 82

PNP 2 30 PNP 87 97

-

Proteína Proteína

mg/gtejido 0,12 0,15 mg/g tejido 0,33 . 0,12

Alícuotasdeomicro somas, previamente lavados por dos ve­

cesconsecutivas con A conteniendo NaCl 4M o con A, se la­

varondeformaanáloga con A. Las actividades se determi­

naronenelsobrenadante de la ultracentrifugaci6n (4 gc,
105.000xg,90 min, rotor 35 FA) correspondiente.

Alícuotas de microsomas tratados con A conteniendo NaCl

4M o con A, y posteriormente lavados con A, se trataron

de forma antloga con desoxicolato 0,075 % (p/v) en el

medio A. Las actividades se determinaron en las aguas

de lavado (sobrenadante de ultracentrifugaci6n).
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absorbancia elevada; este hecho no permiti6 la comparaci6n
de las actividades ADA, GAH Y PNP liberadas en estas condi­

ciones, con las que aparecen cuando la absorbancia es normal

(entre O y 1 A), como fué habitual en el resto de los experi­
men.tos.

La fracci6n microsomal recién obtenida con la disoluci6n de

BSA en A se somete a un lavado y , a continuación , se efec­

túa un segundo lavado, con A o con BSA en A; los resultados

se muestran en la tabla XX. En el caso de la LDH no se obser­

varon diferencias en ambos lavados. Con la MDH, la actividad

obtenida con el lavado realizado con 'BSA en A es menor que

con el realizado con A, aunque la diferencia es poco signifi-
. cativa.

TABLA ·XX

ACTIVIDADES LDH Y MDH LIBERADAS DE LOS MICROSOMAS, YA LAVA­

DOS CON BSA, AL LAVARLOS CON BSA O CON A

LDH

MDH

100

81

100

100

Enzima 2-ºlavado con BSA (5% en A)

(lerlavado efectuado

con BSA)

2º lavado con A

er
(1 lavado efectuado

con BSA)

Alícuotas de microsomas lavados una vez con BSA (5 mg/ml)
en A, se trataron alternativamente con BSA en A, o con A. Las

actividades enzimáticas se determinaron en los sobrenadantes.

Los valores son comparativos y se da el valor 100 para la ac­

tividad enzimática extraida en el segundo lavado con A.
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5.2.9 ESTUDIO DE LAS ACTIVIDADES LDH Y MDH

LIGADAS A LOS MICROSOMAS DE CEREBRO

DE RATA

'La diferenciación que se efectúa en estos apartados, entre

LDH y MDH Y los enzimas purinicos (ADA, GAH Y PNP) se debe,

en primer lugar, al distinto contenido de ambos grupos de en­

zimas en el cerebro. La actividad de las deshidrogenasas,

aqui estudiadas, es muy superior a la del otro grupo de enzi­

mas, tanto en la fracción soluble, como al considerar las ac­

tividades enzimáticas ligadas a los microsomas (véanse tablas

XIII y XIV). Por ello, la determinación de la actividad de

ambas deshidrogenasas se ve facilitada por su abundancia y

por el hecho de que su medida se efectúa a 340 nm, longitud

de onda a la que no absorben de forma apreciable las protei­

nas ni las suspensiones de particulas; ambos factores pueden

interferir en la región UV a la que se miden las actividades

de los demás enzimas estudiados.

5.2.9.1 EFECTO DE LA INCtmACION DE LOS MICROSOMAS

CON LOS SUBSTRATOS DE LA LDH Y LA MDH

Se determinaron las actividades LDH y MDH de una suspensión' .

de microsomas (MC) lavados dos veces con el medio A. Dos vo­

lúmenes de 0,1 ml. de dicha suspensión se incubaron (30 ± 0,1

QC, 5 min) con 2,9 mI de la mezcla de reactivos; piruvato y

NADH,para la LDH, y oxalacetato y NADH, para la MDH. El volu-
.... ,

men, 3 mI, y las concentraciones de substratos son analogos a

los que se emplean en las determinaciones de actividad de ta­

les enzimas (véase 4.21.3.1). Paralelamente se confeccionó un

blanco con 0,1 mI de la suspensión y 2,9 ml de A, que se incu­

bó de igual manera a 30 ± 0,,1 QC, 5 mí.n • Transcurrido el inter-



-128-

valo de incubación, se centrifugaron (500000 rop.m.,·30 min,

rotor 75 Ti) las suspensiones para separar los microsomas. En

el sobrenadante se determinaron las actividades LDH y MDH, an­

tes y después de pasar por una columna de Sephadex G-25 para

eliminar los productos que aparecen en el transcurso de la

reacción. Para la determinación de las actividades enzimáticas,

se emplearon 2,5 mI del sobrenadante (filtrado o no por Sepha­

dex G-25) y 0,5 mI de la mezcla de substratos de la concentra­

ción adecuada. El ao oi-enadant e se atemperó 5 min a 30 ± 0,1 ºC

antes de comenzar la reacción por adición de la mezcla de subs­

tratos.

La LDH se comporta de modo diferente a la MDH (Tabla XXI).

La actividad LDH liberada es análoga cuando se incuba con los

substratos o en presencia de A, pero es menor que la activi­

dad exhibida por la suspensión de microsomas, que se determi­

nó antes de la incubación. Por el contrario, la actividad MDH

que se libera es mayor que la de la suspensión de los microso-

mas.

Es decir, en la incubación sólo se libera parte de la activi­

dad LDH que poseían los microsomas. En cambio, con la MDH, no

sólo se libera una actividad que equivale a la exhibida por la

suspensión de los microsomas, sino que es incluso superior a

ésta; el moderado incremento de actividad MDH que se observa

puede sugerirse se deba a una desorganización de la estructu­

ra del enzima.
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TABLA XXI

ACTIVIDADES LDH Y IVIDH LIBERADAS AL INCUBAR A 30 QC LO�

MICROSOMAS CON LOS SUBSTRATOS DE LOS RESPECTIVOS ENZIMAS

Actividad de la Actividad del

suspensión de blanco. (In-

micro somas cubado sin

substratos)

Actividad del sobrenadante

de ultracentrifugación

(Tras la incubación)

Sin filtrar Filtrado en

Sephadex G-25 .

LDH 100 81 80 82

IVIDH 100 76 128 130

Se determinaron las velocidades iniciales de reacción para

la LDH y para la MDH, de una suspensión de MC lavados previa­

mente dos veces con A. La actividad de la suspensión fué de

0,4 ncat/O,l mI para la LDH y de 0,5 ncat/O,l ml para laMDH.

Las dos mezclas de reacción permanecieron ·5 min a 30 ± O,l'QC
y se ultracentrifugaron a 2QC, 50aOOO r.p.m., 30 min (rotor

75 Ti). El experimento se hizo por duplicado y tras la ultra­

centrifugación se determinaron las ve Loc.í dade s iniciales de

reacción en los sobrenadantes, antes y después de ser filtra­

dos por Sephadex G-25. Los valores son comparativos y seasig­

na el valor 100 a la actividad de los microsomas al comienzo

de la incubación. El correspondiente blancc se efectu6 incu­

bando los MC con el medio A y midiendo la actividad en el so­

brenadante después de ultracentrifugar.
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5.2.9.2 EFECTO DE LAVADOS SUCESIVOS DE LOS MICROSO­

MAS CON DISOLUCIONES DE DESOXICOLATO y DE

TRITON X-lOO

Con objeto de estable.�er el grado de unión de la LDH y la

MDH, con las membranas de los microsomas, la fracción micro­

somal se someti6 a lavados sucesivos con disoluciones de de­

tergentes de concentración creciente.

Los micro somas de cerebro de rata, obtenidos por el método

habitual (véase 4.3) se lavaron con el medio A. A continua­

ci6n se sometieron a los siguientes tratamientos sucesivos:

cuatro lavados con desoxicolato 0,075 % (p/v) en A, dos lava­

dos con desoxicolato 0,2% (p/v) en A, un lavado con desoxico-

lato 0,5% (p!v) en A y un lavado con tritón X-100 0,1%
(v/v) en A. Finalmente, el último residuo microsomal se lav6

con el medio A.

La determinaci6n de actividades LDH y MDH se efectu6 tanto

en la suspensión de los microsomas en el medio de lavado (Ta­
bla XXII a) como en el sobrenadante obtenido después de sepa­

rar los microsomas (Tabla XXII b). Para ello, de cada lavado

(a partir del tercero efectuado con 20 mI de desoxicolato

0,075 %) se tom6 1 ml, para su análisis 'tl se continuaron los la­

vados en el orden indicado. Al expresar los resultados (Tablas

XXII a y b) ya se ha tenido en cuenta la disminuci6n de la can­

tidad de microsomas en los sucesivos lavados.

Al comparar las actividades en la suspensi6n y en el sobre­

nadante de cada lavado, se pone de manifiesto que en cada uno

de los tratamientos con dete·rgente aparece una actividad enzi­

mática que no se había observado en el lavado anterior (Tabla

XXII a y b). Además, siempre apareci6 una determinada canti­

dad de las ac t í.vi dade s enzimáticas que s í.gue asociada con los

micro somas aislados y 1ue no se liberó en el sobrenadante de



TABLA XXII

ACTIVIDADES LDH y MDH QUE EXHIBEN LOS MICROSOMAS DE CEREBRO DE RATA POR LAVADOS SUCESIVOS CON

DETERGENTES

Losresultados se expresan en partes por 10.000 de actividad liber�da por los microsomas correspondientes a 1 g de

tejidorespecto a la actividad de cada enzima en la fracción soluble expresada en pcat/g cerebro (véase pie tabla

XIII).Loslavados son sucesivos y se trató el residuo del lavado anterior con el medio de lavado que se especifica.

Despuésdeun primer lavado con el medio A, los restantes fueron : cuatro con desoxicolato 0,075 %, dos con desoxi­

colato0,2%, uno con desoxicolato 0,5 %, uno con tritón X-lOO 0,1 %'. ·(todos en A) y el último en A.

TABLA XXII a

ACTIVIDADES LDH y MDH DE LA SUSPENSION DE MICROSOMAS DESPUES DE VARIOS LAVADOS SUCESIVOS CON DETERGENTES

Enzima DESOXICOLATO 0,075 % DESOXICOLATO 0,2 % DESOXICOLATO 0,5 % TRITON 0,1 % MEDIO A

3º 4º 1º 2º Unico lavado Unico lavado Unico lavado

LDH 37,90 10,12 14,40 3,76 3,13 3,24 0,15

MDH 67,50 20,20 28,50 5,86 . 4,78 3,56 0,25

Ladeterminación de las actividades enzimáticas se llevó a cabo en la suspensión de micro somas en el medio de lava-

docorrespondiente. Hasta el tercer lavado con desoxicolato 0,075 %, los lavados se efectuaron con 20 ml; posterior -

menteelvolumen disminuyó 1 ml cada vez, el cual sirvió para la determinación de actividad de las suspensiones.



TABLA :XXII b

ACTIVIDADES LDH y MDH LIBERADAS DE LOS MICROSOMAS DESPUES DE LAVADOS SUCESIVOS CON DEI'ERGENTES

Enzima DESOXICOLATO 0,075 % DESOXICOLATO 0,2 %

1º 22 3º 42 1º 2º

DESOXICOLATO 0,5 %

UNICO LAVAOO

TRITON 0,1 %

UNICO LAVAOO

MEDIO A

UNICO LAVADO

LDH

MDH

172,30 42,80 32,30 3,68 9,83

219,30 63,00 41,06 9,19 22,32

1,51

2,11

O

O

2,29

\ 3,28

O

O

Ladeterminaci6n de las actividades enzimáticas .se llev6 a cabo en el sobrenadante obtenido por ultracentrifuga­

ci6n(105.000 x g, 60 min, rotor 35 FA, 4ºC) de la suspensi6n micros.omalenel medio de lavado correspondiente.
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cada lavado. Finalmente, se comprobó que después de someter

a.los microsomas a los mencionados lavados, la suspensión
del residuo microsomal �odavía exhibe actividades LDH yMDH
residuales que, indudablemente, se hallan ligadas al mismo.

5.2.10 ESTUDIO DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

ADA, GAH .y PNP LIGADAS A LOS l\UCROSmlAS

DE CEREBRO DE RATA

No fue posible afectuar la determinación de la medida en

que los enzimas del metabolismo purínico, ADA, GAH Y PNP

están ligados a las membranas microsomales, ya que no se

pudo realizar un experimento análogo a.L descrito para la LDH

y la MDH. Ello se debe a que la ADA, GAH Y PNP aparecen en

menor proporción que la LDH y la MDH; además, las concentra­

ciones elevadas de desoxicolato (0,2 y 0,5 %) impiden la de­

terminación 'de sus actividades enzimáticas. Es posible que las

concentraciones elevadas de este detergente iónico alteren la

estructura de tales enzimas como lo hace el ·SDS (Singer 1974).

Tampoco fue posible el uso alternativo del tritón X-lOO (de­

tergente no iónico), debido a que su absortividad molar es

muy elevada e� la región UVe Así, en el caso de los enzimas

del catabolismo purínico fue preciso incubar, durante inter­

valos de tiempo prolongados, los microsomas, previamente tra­

tados con desoxico1ato y lavados con el medio A, con los suos­

tratos de cada uno de los enzimas considerados.

5.2.10.1 EFECTO DE LAVADOS SUCESIVOS DE LOS MICROSO­

MAS CON DISOLUCIONES DE DESOXICOLATO

La fracción microsomal de cerebro de rata se lavó a fondo

con disoluciones de tensoactivos. Los lavados fueron sucesi-
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vos y consistieron en un primer lavado con el medio A, tres

lavados con desoxicolato 0,075 % (p/v) en A, un lavado conde­

soxicolato 0,2 %(p/v) en A y un lavado con desoxicolato 0,5%
(p/v) en A� Finalmente, después de lavar con el medio A para

eliminar'restos del detergente; el residuo microsomal se sus�

pendió en el medio A. Se tomaron porciones de la suspensión
resultante que se incubaron con los substratos de la ADA, de

la GAH y de la PNP, durante intervalos de tiempo prolongados.

Para la determinación de la actividad ADA, se incubaron (30

±O,l QC) 2,1 mI de la suspensión de microsomas, 0,3 mI de ade­

nosina (1 mM) y 0,6 mI de disolución de fosfato sódico 200 mM

de pH 7,4. Transcurrido el intervalo de tiempo de incubación

(10-17,5 h), se centrifugó la suspensión (50.000 r.p.ro, 30

�in, rotor 75 Ti) para separar los microsomaso En el sobrena­

dante se determinó la cantidad de adenosina transformada en

inosina; para ello� se añadieron 0,1 mI de PNP comercial (2,5

U/mI) y 0,1 mI de XO comercial (O,A U/mI) a 2,5 mI del sobre­

nadante. Paralelamente se confeccionó un blanco en el que, en

lugar de la suspensión, se añadieron 2,1 mI. de 'A a la mezcla

de incubación. A 2,5 mI del blanco se le añadieron 0,1 mI de

PNP y 0,1 mI de XO.comerciales. La diferencia de absorbancia

a 293 nm, entre el incubado con la suspensión y el blanco, co­

rrespondió al ácido úrico formado a partir de la inosina por

acción sucesiva de la PNP y la XO añadidas.

En la determinación de la actividad GAH, se incubaron (30±0,1
QC), 2,1 mI de la suspensión de microsomas, 0,3 mI de guanina

(1 mM) y 0,6 mI de A. En este caso, transcurrido el tiempo de

incubación (10 - 17,5 h) Y después de separar los microsomas

(50.000 r.p.ro., 30 min, rotor 75 Ti), se determinó en el so­

br-enadan+e la xantina formada a partir de la guanina por la

GAH. Para ello, se aqadieron 0,1 mI de XO comercial (0,4 U/mI)
a 2,5 mI del sobrenadante. Paralelamente se confeccionó un
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blanco de forma análoga a la indicada para el caso de la ADA.

La diferencia de absorbancia a 293 nm entre el incubado conla

suspensi6n y el blanco correspondi6 al ácido úrico formado a

partir de la xantina por acci6n de la XO añadida.

Para la determinaci6n de la actividad PNP, se incubaron

(30 ± 0,1 ºC) 2,1 ml de la suspensión de microsomas, 0,3 ml de

inosina (1 mM) y 0,6 mI de fosfato sódico 0,2 M de pH 7,4.

Transcurrido el intervalo de tiempo de incubación (10 - 17,5 h)

Y después de separar los microsomas (50.000 r.p.m., 30 min, ro­

tor 75 Ti), se determin6 en el sobrenadante la hipoxantina for­

mada a partir de la inosina por la PNP. Se añadieron 0,1 mI

de XO comercial (0,4 U/mI) a 2,5 ml de sobrenadante. Paralela­

mente,y de forma análoga a los dos casos anteriores, se con­

feccionó un blanco en el que se substituyó el volumen de la

suspensión por· 2,1 ml del medio A. La diferencia de absorban­

cia a 293 nm entre el incubado con la suspensión y el blanco,

corr.espondi6 al ácido úrico .formado a partir de la hipoxanti­

na, por acci6n de la XO añadida.

Los controles que contienen los substratos (todos 0,1 mM)
de la ADA (adenosina), de la GAH (guanina) y de la PNP (ino­

sina) , no experimentaron ninguna variación de absorbancia al

ser incubados a 30 ± 0,1 ºC , durante 24 h.

Los resultados obtenidos muestran que los residuos microso­

males tratados con desoxicolato, exhiben, todavia, actividades

correspondientes a la ADA, la GAH y la P��; ello se ha demos­

trado por la transformación de los substratos respectivos en

el curso de las i�cubaciones. La transformación provocada por

la ADA c.or-r-e aporide a 0,267 nmoLz'h x g tejido, la GAH transfor­

ma 1,326 nmo Lz'h x g tejido y la PNP 1,097 nmol/hxg tejido.
Los experimentos se realizaron por duplicado y a dos interva­

los de incubación distintos (10 y 17,5 h).
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·En los experimentos _ efectuados para demostrar la existen­

cia de actividades GAH y PNP, �e prosig�ió la incubación des­

pués de separar los microsomas, durante un intervalo de tiem­

po igual al empleado en la incubación con la suspensión de los

microsomas. Después de la separación de los microso�as, el

sobrenadante solo exhibe el 40 % de la actividad GAH y el 37 %
de la actividad PNP mostradas en las incubaciones.de la sus­

pensión de los microsomas. El decremento de actividad.GAH y

PNP observado en el sOQrenadante, no parece sea debido a una

disminución de la concentración de los substratos respecti­

vos, ya que si fuese así las variaciones de actividad habrían

sido mucho menores. No puede descartarse que La pérdida de

actividad observada sea debida, al menos, parcialmente, a

desnaturalización progresiva de los enzimas. En el caso de la

ADA, no fue posible realizar un experimento similar, debido

a la poca actividad que mostró este enzima y a que la XO co­

mercial poseía una pequeña cantidad de actividad ADA.

5.2.11 CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DE LOS ENZI­

MAS DE LA FRACCION SOLUBLE y DE LOS LIBERA.­

DOS DE LA FRACCION MIGROSOlVIAL DE CEREBRO DE

RATA

Los experimentos de caracterización electroforética de to­

dos los enzimas estudiados se efectuaron para comprobar si�_

los enzimas liberados de los "microsomas lavados" exhibían el

mismo patrón isoenzimático que los de la fracción soluble.

Al examinar las preparaciones enzimáticas obtenidas por so­

nicación o por tratamiento con desoxicolato (0,075 %) de los

"microsomas Lavado a'", mediante electroforesis en geles de po­

liacrilamida , se aplicaron 0,3 ml de disolución como máximo.
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La caracterizaci6n de la LDH y la MDH, se complet6 por elec­

troforesis en tiras de acetato de celulosa y el volumen máxi­

mo aplicado fué de 25 �l. Se efectuaron los experimentos de

modo que las unidades aplicadas de cada uno de los enzimas

fueran aproximadamente las mismas al estudiar la fracci6n so­

luble o la disoluci6n obtenida a partir de la fracci6n micro­

somal lavada. Con objeto de igualar las actividades enzimáti­

cas de las disoluciones obtenidas a-partir de los "microsomas

lavados" y de la fracci6n soluble, ésta se diluy6 conveniente­

mente con el tamp6n en que se efectu6 la electroforesis (véa­
se 4.10). En determinadas ocasiones, los sobrenadantes de so­

nicaci6n de los microsomas, o de su tratamiento con desoxico­

lato, se filtraron a través de gel de Sephadex G-25 equilibra­

do con el tamp6n en el que se efectu6 la electroforesie (véa­
se 4.10).

5.2.11.1 ADENOSINA DESAMINASA (ADA)

Con fines comparativos, y de modo sistemático, se efectua­

ron electroforesis de mezclas de la fracci6n soluble y de di­

soluciones obtenidas de los "microsomas lavados" :¿or sonica­

ci6n o con tensoactivos. Los volúmenes de cada una de las di­

soluciones que se mezclaron contenían las mismas unidades del

enzima en estudio.

La ADA, se determin6 por electroforesis discontínua en ge -

les de pOliacrilamida. Las disoluciones contuvieron aproxi­

madamente 0,0253 ncat/ml del enzima en cada una de las apli-

caciones.

En la figura 7 se muestra la única banda que se obtuvo, al

examinar la fracci6n soluble, el sobrenadante obtenido por

sonicaci6n de los "microsomas lavados" y la mezcla de ambas

disoluciones.
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FIGURA 7.- EL&::TROFORESIS DISCONTI­

NUA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE LA

ADA DE LA FRACCION SOLUBLE y DE LA

ADA LIBERADA POR SONICACION DE LOS

"MICROSOMASLAVADOS".- Ferogramas

obtenidos tras revelado específico,
de la ADA de la fracci6n soluble,
de la ADA liberada por sonicaci6n

de los "micro somas lavados" y de la

mezcla de ambas (de izquierda a de­

recha en el orden mencionado).

FIGURA 8.- ELECTROFORESIS DISCONTINUA EN GELES DE POL:::ACRILAMIDA DE LA PNP

DE LA FRACCION SOLUBLE y DE LA PNP LIBERADA POR SONICACION DE LOS "MICRO-

'.SOMAS LAVADOS".- Fer-ogr-amas obtenidos tras revelado específico,de la PNP

de la fracci6n soluble, de la PNP liberada por sonicaci6n de los "microso­

mas lavados" y de la mezcla de ambas (de izquierda a derecha en el orden

mencionado) •
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5.2.11.2 GUANINA AMINOHIDROLASA (GAH)

La GAH se determin6 por electroforesis discontínua en geles
de poliacrilamida. Las disoluciones contuvieron aproximadamen­
te 0,1865 ncat/ml del enzima en cada uno de los,preparados

(fracci6n soluble, sobrenadante de sonicaci6n de "microsomas

lavados" y mezcla de ambos).

El revelado especifico pone de manifiesto la existencia de

una sóla banda, débil ,y ancha, de.Rf 0,61, que no se distin­

gui6 en las fotografías efectuadas, en o onc or-danc í.a con lo

indicado por otros autores (Galilea 1980) .

5.2.11.3 PURINNUCLEOSIDO FOSFQRILASA (PNP)

La PNP se sometió a electroforesis discontínua.en geles de

poliacrilamida. Las disoluciones contuvieron aproximadamente

0,348 ncat/ml del enzima en cada uno de los preparados exami­

nados • Solo aparece una banda (fi��ra 8) con la fracci6n so­

luble y con el sobrenadante obtenido por sonicación de.los "mi­

crosomas lavados", lo que corresponde a una sola forma enzi­

mática como se pone de manifiesto en el ferogra�a de la mez­

cla de ambas fracciones.

LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)

Las electroforesis. de LDH se efectuaron en geles de polia­

crilamida y en tiras de acetato de celulosa. En geles de po­

liacrilamida se efectuaron electroforesis zonales y discon­

tinuas. Las disoluciones contuvieron aproximadamente 0,0087

rcat/ml para cada uno de los preparados.

En la figura 9 a se muestran los ferogramas obtenidos por

electroforesis zonal en geles de poliacrilamida, al examinar
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FIGURA 9 b.- ELEC'lROFORESIS EN TIRAS DE ACETATO DE CELULOSA DE LA LDH DE LA

FRACCION SOLUBLE y DE LA LDH LIBERADA POR SONICACION DE LOS ''MICROSOMAS LA­

VADOS".- Ferogramas obtenidos tras revelado específico, de la LDH de la frac­

ción soluble y de la LDH liberada de los "microsomas lavados" (de izquierda
a derecha en el orden mencionado).

FIGURA 9 a.- ELECTROFORESIS ZONAL ANODICA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE LA

LDH DE LA FRACCION SOLUBLE y DE LA LDH LIBERADA POR SONICACION DE LOS "MI­

CROSOMAS LAVADOS".- Ferogramas obtenidos tras revelado específico, de la LDH
de la fracción soluble, de la LDH liberada por sonicación de los "microso­
mas lavados" y de la mezcla de ambas (de izquierda a derecha en el orden men­

cionado). -
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la fracción soluble, el sobrenadante procedente de la sonica­

ción en A de los "microsomas lavados", y la mezcla de ambos.

Los preparados muestran cuatro bandas, por revelado específi­

co, para las tres disoluciones estudiadas. Simon et al (1977)
han descrito la aparición de cinco bandas al trabajar con el

enzima del mismo origen, a pH 9,3. Al efectuar las electrofo­

resis anteriores a plí 9,3 (tamp6n tris-glic'ina habitual), se

obtienen también las cuatro bandas ya descritas (Figura 9 a).
No obstante, al efectuar la electroforesis de las mismas

muestras sobre tiras de acetato de celulosa, en los ferogra­
mas aparecen cinco bandas (Figura 9 b). Ello es debido a que

uno de los cinco isoenzimas de la LDH no penetra en los geles

de poliacrilamida empleados en la electroforesis zonal y, en

ella, una forma de la LDH emigra hacia el cátodo (véase

5.4.2.3.2.1 a).

Se efectu6, también, la electroforesis discontínua 'en geles

de poliacrilamida de muestras que procedían de los sobrena­

dantes obtenidos por sonicación de los "lllicrosomas lavados"

en dist�ntos medios (véase 5.2.3 y 5.2.4). En todos los ca­

sos se obtuvieron cuatro bandas de LDH tanto si la sonicación

se efectuó en A, o en NaCl 0,15 M en A, .en desoxicolato 0,075%
o en fosfato sódico 50 mM de pH 7,4 (Figura 10).

El sobrenadante obtenido después de la sonicación en A de

los MC, tratados con desoxicolato (0,075 %) el residuo de MC

sonicados y la mezcla de ambos sobrenadantes se sometieron a

electroforesis zonal y en los ferogramas se observaron cuatro

bandas. Se sometieron a sonicación los MC suspendidos en A

y se separ6 el residuo y el sobrenadante como habitualmente

(véase 4.8). El residuo anterior se suspendi6 en desoxicola­

to al 0,075 % (p/v) en A y se obtuvo un nuevo sobrenadante.

Se efectu6 la electroforesis de zona de ambos sobrenadantes

y de la mezcla de ambos, pr-epar-ada mezclando volúmenes que
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FIGURA 10.- ELECTROFORESIS DISCONTINUA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE LA LDH

LIBERADA POR SONICACION EN DISTINTOS MEDIOS DE LOS "MICROSOMAS LAVADOS".­

Ferogramas obtenidos tras revelado específico, de la LDH liberada por soni­
cación de los "micro somas lavados" en los siguientes medios: A, A contenien­
do NaCl 0,15 M, desoxicolato 0,075 % (p/v) en A y en fosfato s6dico 50 mM,
pH 7,4 (de izquierda a derecha en el orden mericionado) •

FIGURA 11.- EL:&:TROFORESIS ZONAL ANODICA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE LA

LDH LIBERADA POR SONICACION O POR TRATIMIENTO POSTERIOR CON DESOXICOLATO,
DE LOS "MICROSOMAS LAVADOS".- Fer-ogr-ams s obtenidos tras revelado específico
de la LDH liberada por sonicación en A de los "microsomas lavados", por tra­

tamiento posterior con desoxicolato 0,075 % (p/v) en A, o por mezcla de am­

bos (de izquierda a derecha en el orden mencionado).
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exhibieron actividades equivalentes. TDdas las disoluciones

rp.uestran el mismo patrón e Le.e trr-cf'or-é t
í

c o y continúan apare -

ciendo las mismas cuatro bandas. (Figura 11).

5.2.11.5 MALATO DESRIDROGENASA (MUR)

Las electroforesis efectuadas a fin de detectar la activi­

dad MUR de las distintas muestras enzimáticas se llevaron a

cabo paralelamente con las destinadas al estudio de la LDH

(véase el apartado anterior 5.2.1104); las disoluciones con­

tuvieron aproximadamente 0,019 p-ca't/ml de MUR.

En la figura 12 a se observa una sola .banda con actividad

MUR, que se pone de. manifiesto en la fracción soluble, en el

soorenadante tras la sonicación en A de los "microsomas lava­

dos" y la mezcla de ambos, tras una electroforesis zonal en

geles de poliacrilamida.

Cuando la electroforesis se efectuó en tiras de acetato de

celulosa, aparecieron dos bandas con actividad MUR (no coinci­

dentes con las de actividad LDR) para las mismas muestras apli­

cadas en el caso anterior (Figura 12 b). Normalmente son dos

las bandas de MUR obtenidas en la fracción soluble de distin­

tos tejidos (Elduque 1980, Elduque et al 1982) y los resulta­

dos aquí obtenidos coinciden con las dos bandas de MUR que,

por electroforesis zonal en geles de poliacrilamida, se obtie­

nen en las fracciones soluble, mitocondrial y microsomal de

hígado de rata (Berkes - Tomasevic y Hé Lz e r- 1967).

En la electroforesis discontínua en geles de poliacrilamida

solo aparece una banda con actividad MUR al examinar los so­

brenadantes procedentes de la sonicación en distintos medios

(A, disolución de NaCl.0,15 M en A, desoxicolato 0,075 % y

fosfato sódico 50 mM de pR 7,4) de los "microsomas lavados"
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FIGURA 12 a.- ELECTROFORESIS ZONAL ANODICA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE LA

MDH DE LA FRACCION SOLUBLE y DE LA MDH LIBERADA POR SONICACION DE LOS "MICRO­

SOMAS LAVADOS".- Ferogramas obtenidos tras revelado específico, de la MDH de
la fracci6n soluble y de la MDH liberada por sonicaci6n de .los "microsomas

lavados" (de izquierda a derecha en el orden mencionado).

FIGURA 12 b.- ELECTROFORESIS EN TIRAS DE ACETATO DE CELULOSA DE LA MDH DE LA

FRACCION SJLUBLE y DE LA MDH LIBERADA POR SONICACION DE LOS lIMICROSOMAS LAVA­

DOS".- Ferogramas obtenidos tras revelado específico, de la HDH de la frac -

ci6n soluble y de la MDH liberada por sonicaci6n de Los "mic··osomas lavados"

(de izquierda a derecha en el orden mencionado).
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(Figura 13).

Por último, también se efectuó una electroforesis zonal en

la que se aplicaron las muestras del sobrenadante ,obtenido

tras sonicación en A de los MC, del tratamiento con desoxico­

lato 0,075 % del residuo de MC sonicados y de la mezcla de

ambos. Los resultados coinciden con los anteriores obtenidos

en geles de' poliacrilamida, y solo aparece una banda de acti­

vidad MDH en todas las muestras (Figura 14).

5.2.12 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LOS MICROSOMAS

DE CEREBRO DE RATA CON UN EXTRACTO HEPATICO

RICO EN XANTINA DESHIDROGENASA (XDH)

Se intentó demostrar si la liberación de enzimas que se

produce a partir de los micro somas era debida a la ruptura de

vesículas que durante la homogeneización hubieran ocluido

cierta cantidad de los enzimas citosolubles en su interior.

Para ello, se homogeneizó el tejido cerebral de rata con un

-extracto hepátic-o -de pollo cuya obtención de describió en mé­

todos (véase 4.7). La elección del tejido hepático fué debida

a que ésta contiene una elevada actividad de xantina deshi­

drogenasa (XDH) y a qu� este enzima está ausente en el tejido

cerebral de rata.

5.2.12.1 OBTENCION DE LOS MICROSOMAS DE CF.REBRO DE

RATA POR HOMOGENEIZACION CON UN EXTRACTO

HEPATICO ENRIQUECIDO EN XDH

Los cerebros de rata (25 g) se homogeneizaron con 165 mI

del extracto hepático diluído 1::5 con el medio A. La separa­

ción de los microsomas se llevó a cabo en la forma habitual



..;.146-

FIGURA 13.- ELECTROFORESIS DISCONTINUA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE LA MDH

LIBERADA POR SONICACION EN DISTINTOS MEDIOS DE lOS "MICROSOMAS LAVADOS".­

Ferogramas obtenidos tras revelado específico, de lá MDH liberada por sonica­
ci6n de los "micro somas lavados" en los siguientes medios: A, A conteniendo
NaCl 0,15 M, desoxicolato 0,075 % (p/v) en A y en fosfato s6dico 50 mM, pH
7,4 (de izquierda a derecha en el orden mencionado).

FIGURA 14.- ELECTROFORESIS ZONAL ANODICA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE LA

MDH LIBERADA POR SONICACION ° POR TRATAMIENTO POSTERIOR CON DESOXICOLATO, DE

lOS "MICROSOMAS LAVAOOS".- Ferogramas obtenidos tras revelado específico, de
la MDH liberada por sonicaci6n en A de los "microsomas lavados", y por tra­

tamiento posterior con desoxicolato 0,075 % (p/v) en A '(de izquierda a dere­
cha en el orden mencionado).
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(véase 4.3).

Los micro somas obtenidos en presencia del extracto hepático
se sometieron a cinco lavados sucesivos con el medio A; pos­

teriormente, se sonicaron en el mismo medio y, por último, se

trataron con desoxicolato. En todos los lavados se determina­

ron las actividades LDH, MDH, ADA, GAH, PNP Y XDH. En los re­

sultados se observa que todos los lavados dan lugar a libera­

ción de XDH (Tabla XXIII).

5.2.12�2 OBTENCION DE LOS l\UCROSOMAS DE CEREBRO DE

RATA POR INCUBACION DEL SOBRENADANTE POST­

MITOCONDRIAL CON UN EXTRACTO HEPATICO

ENRIQUECIDO EN XDH

Con fines comparativos se efectuó un experi�ento en el que

el extracto hepático se añadió al sobrenadante post-mitocon­

drial obtenido por homogeneización de los cerebros de rata .

con el medio A. La homogeneización de 27 g_ de cerebro se efec- 1:

tuó con 140 mI del medio A y en la forma habitual (véase4.3).
La suspensión se centrifugó (12.500 x g, 30 min a 4ºC) y a

106 ml. del sobrenadante post - mi tocondrial, se añadieron 36,5

mI del extracto hepático obtenido como se describió en méto­

dos (véase 4.7). El conjunto se mantuvo en agitación a 4ºC du­

rante 30 min, al cabo de los cuales se separaron los microso­

mas por ultracentrifugación (105.000 x g, 90 min, rotor 35 FA,

a 4ºC). Los microsomas fueron sometidos a los mis�os lavados

que en el experimento descrito en el apartado anterior. En la

tabla XXIV se compara la actividad XDH que se libera en los la­

vados realizados en ambos experimentos; en todos ellos aeLá be­

ra actividad XDH. Los resultados de la sonicación y del trata­

miento con desoxicolato son análogos y no aparecen valores muy

elevados de actividad si se comparan con los obtenidos para

"
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los demás enzimas en los experimentos descritos anteriormen­

te (véase 5.2.4, 5.2.5, 5.2�6· y las tablas XIII-XVIII).

Los resultados comentados apoyan la hipótesis de que la

XDH se une a las membranas microsomales, como ya se ha demos­

trado que ocurre en las membranas de los glóbulos grasos de

la leche (Patton y Keenan 1975, Mather et al 1980)0 Ello ex­

plicaría su liberación en todos los lavados de los microsomas.

Además, no parece ponerse de manifiesto que la XDH se incor­

pore al interior de las vesículas microsomales ya que la ac­

tividad liberada en los experimentos de sonicación hubiera si­

do más elevada. Por otra parte, si la XDH se hallase en el in­

terior de los microsomas, la actividad liberada en la sonica­

ción de los microsomas obtenidos por homogeneización con el

extracto hepático, hubiese sido superior que la que se libera

por sonicación de los micro�omas obtenidos tras incubación

del extracto hepático de pollo con el sobrenadante post-mito­

condrial.

DISTINTO COMPORTAMIENTO DE LOS ENZIMAS

ESTUDIADOS EN ESTOS EXPERIMENTOS

La suposición de que la XDH no se incorpora al interior de

las vesiclllas microsomales se ve apoyada al considerar el

comportamiento de los demás enzimas estudiados, en los expe­

rimentos realizados con el extracto hepático�

r'
I

l'

Al comparar las actividades de los enzimas LDH, MDH, ADA,

GAH y PNP en la fracción soluble de cerebro de rata (Tabla

XIII) y en la fracción análoga obtenida por homogeneización
de los cerebros con el extracto de tejido hepático (Tabla

XXIII) se observan algunas diferencias. La fracción soluble

r



TABLA XXIII

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS DE LOS MICROSOMAS DE CEREBRO DE RATA SEPARADOS AL HOMOGENEIZAR EL TEJIDO
CONUN EXTRACTO DE HIGADO DE POLLO

Fracciónsoluble
er

3º en A 4º en A 5º en A Son.i.cado en A Desoxicolato1 lavado en A 2º' en A

pcat/gcerebro pp 10.000 pp 10.000 pp 10.000 pp 1Q.000 pp.10.000 pp 10.000 pp 10.000

0,048 XDH 996 65 .11 5 2 3 2

10,6 LDH 592 22 4 2 12 6 4

2,9 MDH 303 22 17 13 11 41 28

0,045 ADA 182 21 6 4 O 16 10.

0,016 GAH 328 23 17 13 16 53 35

0,037 PNP 243 9 3 3 4 11 9'

Loscerebros de rata se homogeneizaron con un extracto de tejido hépático de pollo (véase 4.7) y se aislaron los mi­

crosomas.Se efectuaron lavados sucesivos. El residuo del lavado anterior (105.000 x g, 90 min, rotor 35 FA, 4ºC), se

trat6conel medio de lavado especificado. Las actividades se determinaron en las aguas de lavado (sobrenadantes); los
valoresseexpresan en partes por 10.000 de actividad liberada por los microsomas correspondientes a 1 g de tejido ,

respectoala actividad de cada enzima en la fracción s91uble de la que proceden los microsomas (columna del margen

izquierdo).

-!---= _....__� ..���
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ACTIVIDAD XDH LIBERADA DE LOS MICROSOMAS AL HOMOGENEIZAR EL

TEJIDO CEREBRAL CON UN EXTRACTO HEPATICO DE POLLO (a) ó AL

INCUBAR EL SOBRENADANTE POST-MITOCONDRIAL DE CEREBRO DE RATA

(b) .cON EL EXTRACTO DE HIGADO DE POLLO

Tratamiento Microsomas separados

del homogeneizado

preparado con un

extracto hepático
de pollo (a)

pp 100000

996

65

11

5

2

3

er
1 lavado en A

2º en A

3º en A

4º en A

5 s en A

Sonicado en A

Desoxicolato

0,075 % 2

Microsomas ee par-ado s �
I

del sobrenadante

1post-mitocondrial

incubado conun 1
extracto hepático
de pollo (b)

pp 10.000

624

60

10

7

3

7

4

La columna de la izquierda corresponde a los valores expre­

sados en la tabla XXIII, que se comparan con los que corres­

ponden a lavados análogos de los microsomas obtenidos al in­

cubar el aobr-e nadarrt e post - mi tocondrial de cerebro de rata

con un extracto de tejido hepático de pollo (véase 4.7). La

incubación se efectuó a 4ºC, 30 min y con agitación suave.

Ca) Véase 5.2.12.1

(b) Véase 5.2.12.2

i
I

I
.'

I
l'

t

l
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ti .J" . o ¡ ',1�:
obtenida al homogeneizar los cerebros e lí'_@"ta.:edaon el extrac-

Ufllversltat d.
to hepático, además de exhibir activida - elormue tra activi-

dades LDH, ADA Y PNP mayores que la fracción soluble de ce­

rebro de rata obtenida del modo habitual; mientras que las ac­

tividades MDH y GAH, son similares a las de ésta última. Al

comparar las actividades LDH, MDH, ADA, GAH Y PNP liberadas

en la sonicación de ambos tipos de microsomas (Tablas XIV

y XXIII) se comprobó que las pp 10.000 de MDH y de GAH fue­

ron análogas. Respecto a los demás enzimas, se observó que en

los micro somas obtenidos después de la homogeneización con el

extracto hepático, se hallaron en menor proporción expresa­

da su actividad en pp 10.000. Los resultados reseñados sugie­

ren que la presencia de actividades enzimáticas elevadas en el

medio de homogeneización y en la fracción soluble, no dan lu­

gar a que se produzcan incrementos de la actividad enzimática

que se libera en la sonicación de la fracción microsomal pre­

viamente lavada con A.

5.2.13 DISCUSION

Los microsomas de cerebro de rata, después de lavados con

el medio de homogeneización A, o con medios de fuerza iónica

más elevada (NaCl 0,15 y NaCl 1M) todavía eL�ibep actividades

LDH, MDH, ADA, GAH Y PNP. Así ocurra COIl; el residuo que queda

después de sonicar la fracción microsomal lavada, o cuando es­

ta se trata con desoxicolato (0,075 % en A) ((Tablas XIV-XVI).
Los resultados indican que las actividades enzimáticas liga­

das a los microsomas se liberan de dos maneras diferentes; una

al lavar la fracción microsomal con el medio A y otra por me­

dio de tratamientos más enérgicos de los microsomas, como son

la sonicación o el uso de detergentes.
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Puede admitirse que los enzimas liberados de los microsomas

en los lavados efectuados con A son los que se hallan unidos

externamente a las membranas de los micro somas y pueden pro­

venir, al menos parcialmente,de la fracción soluble, habie�­
do quedado retenidos en las membranas microsomales 'durante el

proceso de aislamiento de la fracción. Tangen et al (1973)
han demostrado que los microsomas de hígado de rata separados

por filtración en gel de Sepharose 2B están menos contamina­

dos por hemoglobina que los microsomas obtenidos por el méto­

do convencional de ultracentrifugación. No obstante, las for­

mas moleculares de los enzimas estudiados que aparecén en la

fracción soluble, o las que se liberan por sonicación � en el

tratamiento con desoxicolato de los"microsomas lavados" son

idénticas, como indican los ferogramas correspondientes.

También se ha puesto de manifiesto que, al tratar la frac­

ción microsomal "lavada" con disoluciones de fuerza iónica

creciente y superior a la del medio A, no se liberan cantida­

des apreciables de los enzimas est�diados, lo que indica que

la fuerza iónica del medio A es suficiente para anular las in-
"" .

teracciones de tipo electrostático entre los enzimas y las

membranas microsomales intactas.

En los experimentos de extracción efectuados con los micro­

somas de cerebro de rata, todos los enzimas estudiados se com­

portaron de forma muy parecida. Los valores de actividad expre­

sados en pp 10.000 respecto de las actividades extraídas de

los"microsomas lavados", ya sea por sonicación o por trata­

miento con desoxicolato, varían dentro de un margen limitado.

El hecho es significativo ya que la LDH y la MDH son enzimas

que se hallan en gran cantidad en el interior de la célula,

mientras que la proporción de enzimas del catabolismo puríni­

co, ADA, GAH Y PNP, es mucho menor.

I
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r,

No obstante, en determinadas ocasiones, la lVIDH mostr6 desvia­

ciones con respecto al comportamiento señalado para el resto

de los enzimas. Así, se. liber6 en mayor cantidad al efectuar

la sonicación de los microsomas en el medio A que contenía

NaCl 0,15 M, que cuando se efectuó en el medio A (Tablas XTV­

XV ), lo que no ocurri6 con los restantes enzimas. Lo mismo

se observ6 al efectuar un segundo lavado de los micro somas

con BSA, si se compara con el segundo lavado con A (Tabla XX).
Por último, la incubación de los microsomas con sus substra­

tos, oxalacetato y NADH, liber6 mayor cantidad del enzima de

la esperada; en efecto, la actividad medida después de la in­

cubación con los substratos fue superior a la medida en la

suspensión de microsomas, antes de la incubación con los subs­

tratos (Tabla XXI). Los resultados �arece que dependen de la

existencia de uno o más factores en los medios de lavado o de

incubaci6n (NaCl, BSA, substratos de la MDH) y pudieran estar

relacionados, también, con la naturaleza de la MDH, la cual

se encuentra ligada a las membranas mitocondriales (Sottocas­
sa et al 1967, Comte y Gautheron 1978, Elduque et al 1982) e

interacciona con los lípidos propios de la membrana (Comte y "

Gautheron 1978, Dodd 1973).

Weihing et al (1972) efectuaron diversas extracciones con

disoluciones salinas en los microsomas de hígado de rataylos

resul tados concuerdan con los aquí obtenidos en lo que respecta

a extracción de proteína. Los mismos autores (loc.cit.) han

demostrado que las actividades enzimáticas liberadas de los

microsomas lavados con desoxicolato 0,075 %, proceden, proba­

blemente, del interior de las vesículas que componen la frac­

ción. Esta concentración de detergente provoca una roturasua­

ve de las vesículas y solo se consigue disolver entre un 10

y un 15 % de fosfolípidos; las concentraciones superiores del

detergente desorganizan totalmente las membranas de los micro-

11,
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som�s del tejido hepático y se consigue extraer el 80 % de

los fosfolípid<?s de membrana, con el aumento correlativo en

la solubilización de la glucosa - 6 - fosfatasa o la NADPH-ci­

tocromo c reductasa. No fué posible, en este trabajo, determi­

nar las actividades de los enzimas del catabolismo purínico
en presencia de desoxicolato del 0,2 o del 0,5 %. El deter­

gente origin6 interferencias debidas, -en parte, a la libera.,­

ci6n de proteínas constituyentes de membrana y, en parte,

quizás debidas a un efecto desnaturalizante del detergente,

parecido al que ejerce el SDS;(Singer 1974).
Las actividades enzimáticas liberadas por la sonicaci6n de

los microsomas deben proceder también de la rotura de las ve­

sículas microsomales, como se ha demostrado que ocurre con

los "microsomas rugosos" de hígado de rata (Svensson et al

1972); el método es enérgico y pueden producirse desnaturali­

zaciones debidas a la temperatura o a la cavitación en el cur­

so de la operación (loc.cit.). En los resultados que s� descri­

ben en este capítulo, la desnaturalización debida a estos dos

factores no fué importante, ya que la sonicación en �resencia

de desoxicolato produjo una liberación de actividades enzimá­

ticas análogas a las que '_aparecen en el tratamiento con de­

soxicolato. Ello se puso de manifiesto al comparar los valo­

res obtenidos en los tratamientos de sonicación en el medio A

o con desoxicolato (Tabla XV:). Es posible que el desoxicolato

ejerciera un efecto positivo en la solubilización de los enzi­

mas por sonicación de los microsomas; no obstante, la canti­

dad de proteína extraida fue superior cuando se sonicaron los

microsomas que cuando se trataron con desoxicolato. Por su

parte, la MDH se comporta, una vez más, de forma diferente al

resto de los enzimas: ya que, aparentemente, no experimenta

ningJn tipo de desnaturalización térmica o por efecto de la

cavitación, ni parece que el ,detergente efectúe ninguna ac-

I '

I
'
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ción positiva en su liberación de los microsomas por sonica-

ción.

En el experimento realizado con la xantina deshidrogenasa

presente en un extracto de tejido hepático de pollo, se de­

muestra que el contenido enzimático de los micro somas de cere-

bro de rata, varía muy poco aunque se efectúe la homogeneiza- 1,

ción del tejido cerebral de rata con un extracto que contiene

grandes cantidades de alguno de los enzimas en e s tud.í o .( Tabla

XXIII). Sin embargo, también se demuestra que la XDH se une

a las membranas microsomales, probablemente mediante interac­

ciones de tipo hidrofóbico. La hipótesis está de acuerdo con

e.l hecho de que-un enzima análogo, la xantina .oxidasa libera­

da por la glándula mamaria de vaca, es parte constituyente de

la TIembrana de los glóbulos grasos de la secrección láctea

(Patton y Keenan 1975, Mather et al 1980), y también con la

formación de agregados de XDH de hígado de pollo (Bruguera
1982). Otro ejemplo de proteína con fragmentos hidrofóbicos

que se une a las membranas microso:::nales de hígado 10 constitu­

ye el citocromo b5 (Strittmatter 1972). Los resultados obteni­

dos con disolucQones de elevada concentración salina sugieren

que, en estas condiciones, se favorecen las uniones hidrófo­

bas de los enzimas estudiados a las membranas microsomales.

Aunque la sugerencia pudiera parecer inadecuada al tratarse de

enzimas que habitualmente Se han considerado como citosolu-

bIes, debe tenerse presente la existencia de manchas hidrofó­

bicas en todas las proteinas (Tanford 1973), lo que provoca

que,en las cromatografías de interacción hidrofóbica, los en­

zimas se unan a los soportes en presencia de medios con con­

centraciones salinas elevadas (Yon 1972, Porath et al 1973,

Hjerteen 1976, Pahlman et al 1977).

I

f P'
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La caracterización electroforética de los enzimas liberados

de los mí.cr-o scmas ha permitido e s t abl ec e r' La identidad de las

formas moleculares de los enzimas q_ue aparecen en la fracción

soluble. Con los enzimas del catabolismo purínico, ADA, GAHy

PNP, se ha demostrado q_ue solo se detecta uná sola forma mole-

. cular presente en la fracción soluble y en los enzimas libera­

dos de los microsomas.

El conjunto de resultados comentados demuest�an q_ue los mi­

crosomas de cerebro de rata pueden constituir una' medio para

·el estudio del metabolismo cerebral, tanto si las vesículas

microsomaies están uresentes en las vesículas cerebrales, co­

mo si se forman durante el proceso de .homogeneización. La ob­

tención de microsomas apartir de un extracto q_ue se ha enri�

q_uecido en XDH, parece demostrar q_ue las vesículas ya están

presentes en la célula. No obstante, puede considerarse q_ue

tales vesículas se formen también durante el proceso , pero

q_ue no engloben en su interior porciones significativas del

medio de homogeneización. En el primer caso, la importancia

de los microsomas es obvia. Si lo q_ue ocurre es q_ue se forman

tales vesículas durante €1 proceso, los resultados son con­

cluyentes en cuanto a.. q_ue se están aislando "in situ" locus

celulares con identidad funcional propia. Por tanto, cual­

q_uiera q_ue sea su origen, los micro somas se convierten en un

medio adecuado para completar los' resultados obtenidos con

la fracción soluble respecto al catabolismo purínico en cere­

bro de rata, y q_uizás puedan emplearse en el estudio de otros

metabolismos.

El estudio conjunto deL catabolismo purínico utilizando mi­

crosomas, puede dar mejores resultados q_ue el estudio indivi­

dual de cada enzima en medios conteniendo mezclas de disol­

ventes orgánicos. Tritsch (1974) y Tritsch et al (1976) han

. ideado m€todos de estudio de la adenosina dssaminasa en mez-
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clas de agua y diexane a fin de dispener de unes medies de

reacción más pr6ximes a les que el enzima puede actuar "in

Yive"; en esta situación, un enzima en diselución en el cite­

plasma atraviesa gradientes amplies de censtante dieléctrica

y se desplaza de un' lado. a etre a partir de una perción li­

pídica de la membrana, especialmente si el enzima cataliza

su reacción en la preximidad de las membranas celulares.
I

�
I

En estudies realizades en cerebro. de reederes en 1959 per

Jerdan et al, se derno s t r-é la presencia de ADA y GAH en tedas

las fraccienes subcelulares, aunque ambes enzimas se encen­

traban en mayer preperción en la fracción seluble citeplasmá­
tica (lec. cit., Pull y McIlwain 1974). No. ebstante, las acti­

vidades GAH (Kumar et al 1965) y ADA Y también LDH (Pull y
McIlwain 1974) aumentaren censiderablemente al añadir tritón

X-lOO al medie de ho.megeneización. Le. LDH también se asecia

a las membranas subcelulares, micresemales y submi tecendria­

les -d e hígado. de rata (Br-d.í.caka et al 1973, Skilleter y Kun

1970); la MDH se asecia a la fracción submitecondrial "pesa­

da" de hígado. de rata (Settecassa et al 1967) y a las frac­

cio.nes submitecendriales de hígado. de pelle (Elduque et al

1982)0

A pesar de estes estudies y etres, en escasas o.casienes se

ha prefundizade en el estudie de la interacción de tales en­

zimas .c on las membranas de la célula. Aparte de Lo s resulta­

des ya discutido.s, en el presente trabaje también se ha de­

mestrade que les m.i cr-o s omas , después de tratamientes suc e áí.>­

ves cen desexicelate aún peseen actividades no. sele de las

deshidregenasas LDH y MDH, tan abundantes en el interier de

la célula, sine de ADA, GAE Y P��. No. hay que descartar per

tanto., que las po.sibles interaccienes de tales enzimas cen

las membranas micresemales tengan un significado. "in vive".

No. se puede descartar que,en ia c�lula intacta, las interac-

I '

I
.

1"

r .
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ciones hidrof6bicas entre enzimas y proteínas o lípidos de la

membrana jueguen un papel importante. Ejemplo de ello son las

proteínas de uni6n periplasmática (PBP) que se unen a proteí­
nas constituyentes e intervienen en el transporte específico
de metaoolitos a través de las membranas celulares (Singer
1972, 1974). El transporte directo de compuestos purínicos a

través de la membrana (Yamada 1961, Nakagawa y Gureff 1973,
Lerner y Lowi 1974, Sixma et al 1976, Strauss et al 1976) o

la existencia. de receptores específicos de purinas (Berne

1963, Schrader et al 1977, Simmons 1981) puede efectuarse por

proteínas e ape c ffí.ca s ; así, se ha sugerido que la PNP actúa

como transportador de nucle6sidos a través de la membrana

(eohen y Martin 1977, Dowd et al 1977, Mura et al 1978) y

que existe un transporte de hipoxantina y de guanina a tra­

vés de la membrana de células cultivadas de mamífero que

no está ligado a la HGPRT (Marz et al 1979).

I �

En consecuencia y aunque algunas hip6tesis sobre el signi­

ficado fisio16gico de las 'interacciones de los enzimas LDH,

MDH, ADA, GAH Y PNP se formularán en un capítulo posterior,
se puede considerar que estos enzimas, al menos SO,IT proteínas

de membrana de las denominadas "periféricas" en' 'la clasifica-

ción de Singer (1972, 1974) (Tabla VI). Sin embargo, al con­

siderar su comportamiento tras lavados a fondo de los micro­

somas con detergentes, incluso se, podrían considerar proteí­

nas constituyentes, si bien la concentraci6n de detergente

(desoxicolato) usada fué pequeña. Así, por el hecho de apare­

cer como unidos a la membrana y en la fracci6n soluble, de

acuerdo con la hip6tesis de Masters (1977, 1978 a y b), pue-

den considerarse como "ambicuos". 1"
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LOCALIZACION DE LOS ENZIMAS DEL METABOLISMO

PT.:rRINICO EN ENCEFALO DE RATA

Las actividades de los enzimas del catabolismo purinico, va­

rían de un tejido a otro (Van der Weyden y Kelley 1976, Reis

1950, 1951; Galanti et al 1975, Adams y Harkness 1976) e in­

cluSQ para la GAH (Mansoor et al 1963, Norstrant y Glantz

1965) y la 5'N (Scott 1967) se ha descrito una distribución

desi�ual en el tejido cerebral. En el presente capítulo se

investiga, de forma comparativa, la localización de los enzi­

mas ADA, GAH, P�� Y 5'N, así como de la LDH y la MDH, en elce­

rebro y en el cerebelo de rata. También se analiza el distin­

to comportamiento de tales enzimas en las fracciones micro­

somal y de vesículas sinápticas de tejido cerebral, así como

en los sobrenadantes que se obtienen en los experimentos de

"expresión del tejido".

5.3.1 EXPERIMENTOS DE "EXPRESION" DEL TEJIDO

CEREBRAL DE RATA

5.3.1.1 ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIB�RADAS POR LA

"EXPRESION" DEL TEJIDO CEREBRAL DE RATA

Se determinaron las actividades enzimáticas en el sobrena­

dante que se separa por "expresión" del tejido y se compara­

ron con las que se obtuvieron en la fracción soluble de cere­

bro de rata obtenida después de homogeneizar el tejido median­

te un homogeneizado� de Potter-Elvejhem (véase 4.3). Las dife­

rencias de actividad de los enzimas, mostradas por ambas diso­

luciones enzimáticas, son un indicio de la disti.nta localiza­

ci6n de los enzimas en las células del com�lejo tejido cere­

bral de rata.
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Los experimentos de "expresión" se efectuaron partiendo de:
dos muestras de 6 g de tejido, correspondientes a cuatro ce­

rebros de rata, que se sometieron a ultracentrifugación pro­

longada, 21 h a 105.000 x g (rotor 35 FA, r = 70 inm). El so-
av

br-enadarrt e que se separó se diluyó hasta 3 ml con el medio

B, que fué análogo al medio A, pero sin EDTA. Se tomaron 2,5

ml de la disoluci6n diluida y se filtraron a travás de gBl

de Sephadex G-25 (véase 4.1701) equilibrado con el medio B.

En el filtrado se determinaron las actividades enzimáticasen

estudio. Los resultados se muestran en la tabla XXV. En este

experimento se determinó, tambián, la actividad 5'N ya que

en el medio B se ·omiti6 la presencia del EDTA, el cual inhibe

al enzima (véase 5.3.2.1).

Para comprobar estos resultados con l0s que se obtienen en

la fracción soluble de cerebro de rata obtenida por homoge -

neizaci6n mediante un Potter - Elvejhem, fue preciso determi­

nar si las actividades enzimáticas de la fracción soluble se

modificaron cuando se sometia a una ultracentrifugación pro­

Lorigada ,

5.3.1.2 EFECTO DEL INTERVALO DE TIEMPO DE ULTRACEN­

TRIFUGACION DE LA FRACCION SOLUBLE DE CEREBRO

DE RATA, SOBRE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

DE LOS SOBRENADAr�TES

Se tomaron muestras de 20 ILl del sobrenadante post-mitocon­

drial separado después de la homogeneización del tejido (véa­

se 4.3) y se ultracentrifugaron a 105.000 x g (rotor 35 FA) a

distintos intervalos de tiempo. Se trabaj6 con los sobrena­

dantes que se separan después de ul tracentrifugar 90 min, 4 h

y 21 h, respectivamente, y en ellos se determinaron las acti-
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TABLA XXV

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS POR "EXPRESION" DEL

TEJIDO CEREBRAL DE RATA 11
Enzima Actividad

p.cat/g tejido

LDH

MDH

ADA

GAH

PNP

5'N

0,014 ± 0,002
0,082 ± 0,002

0,00024 ± 0,00002

0,00014 ± 0,00001
0,00072 ± 0,.00009

0,0000196 ± 0,0000003

Dos alícuotas de 6 g de cerebro se sometieron a "expresión"

por espacio de 21 h (véase 4.6). El sobrenadante obtenido se

diluy6 hasta 3 mI con el medio B (sacarosa 0,28 M- tris 25 mM­

HCl de pH 7,4); 2,5 ml, se filtraron en gel de Sephadex G - 25

equilibrado con el mismo tamp6n. Las actividades enzimáticas

se determinaron en el filtrado y se expresan en rcat/g de ce­

rebro. Resultados promedio de dos experimentos.

vidades enzimáticas.

Los resultados obtenidos mostraron que la actividad de to­

dos los enzimas experimenta una disminuci6n considerable des­

pués de 17 h de ultracentrifugación; la ADA fue el único en­

zima cuya actividad no disminuyó, prácticamente, en el trans­

curso de la ultracentrifugación prolongada (Tabla XXVI).

l'



TABLA XXVI

VARIACION CON EL TIll1PO DE ULTRACENTRIFUGACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS OBTENIDAS EN LA FRACCION SJLU­

BLEDECEREBRO DE RATA

Enzima pcat/g tejido

1,5 h 4 h 17 h 21 h

LDH 1,2 1,2 0,38 0,23
MDH 2,2 2,2 2,0 1,52
.ADA 0,0016 0,0015 0,0014 0,0013
GAH 0,014 0,013 0,0068 0,0041
PNP 0,006 0,006 0,004 0,003
5'N 0,00062 .

0,00045 0,00028 0,00024

Alícuotas de 20 ml del sobrenadante post-mitocondrial de cerebro de rata '(12.500 x g, 30 min) del ho­

mogeneizado descrito en métodos (Véase 4.3), se ultracentrifugaron a 105.000 x g (rotor 35 FA) a distintos

intervalos de tiempo. Las actividades enzimáticas se determinaron en los sobrenadantes tras 1,5; 4 ; 17 y

21hde ultracentrifugaci6n, después de filtrar por Sephadex G-25. Los resultados se expresan en rcat/g ce­

rebro•
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COlVIPARACION DE LAS ACTIVIDADES LIBERADAS

EN LA FRACCION SOLUBLE y EN LA "EXPRESION"

DEL TEJIDO CEREBRAL DE RATA

En la tabla XXVII se comparan las actividades enzimáticas

exhibidas por el sobrenadante de "expresión" 6.e cerebro de ra­

ta y por la fracción soluble separada después de 1,5 h o 21

h de ultracentrifugación. Se pone de manifiesto que, la acti­

vidad de todos los enzimas estudiados en la fracción soluble,

procedente de ambos experimentos, fué mayor que la que apare­

ce en el sobrenadante de la "expresión". En la tabla XXVII se

muestran unas' diferencias muy acusadas cuando se comparan los

resultados de la "expresión" con los de la fracción soluble

separada por ultracentrifugación normal (1,5 h); sobre todo

por lo que respecta a la LDH (z-eLac í.ón ,87 :: 1) y a la GAH (re­
lación 88 ::1). Las diferencias se reducen cuando se conside­

ra la fracción soluble que se separa después de una ultracen­

trifugación prolongada (21 h). No obstante, aun con la correc­

ción efectuada por la modificación de la actividad, debida al

intervalo de ultracentrifugación, los enzimas muestran unos

comportamientos diferentes. Así, mientras que la GAH exhibe

una r-eLac í.én eLevada (actividad en la fracción soluble-21h­

frente a actividad en el jugo de "expresión") de 28 :: 1, los

demás enzimas mostraron relaciones comprendidas en�re 10:: 1

y 20 : : 1, excepto la ADA cuya relación es menor, de 5,5 : : l.

Los resultados reseñados constituyen el indicio de una dis­

tinta localización de los enzimas en las células cerebrales,

principalmente de la ADA. Aun cuando el rendimiento cuantita­

tivo fue, para todos los enzimas, mayor en la fracción solu­

pIe obtenida por el método habitual (véase 4.3), la actividad

ADA se liberó con más facilidad que el res·to de los enzimas

en los experimentos de "expresión".
1

,

i

I I



TABLA XXVII

RELACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS EN LA FRACCION SOLUBLE y EN LA "EXPRESION" DEL TEJIDO
CEREBRAL DE RATA

Actividad fraccion soluble :: Actividad "expresion"

LDH MDH ADA GAH PNP 5'N

1,5h(a)

21h(a)

87

17

27

19

7

5

98

28

32

15

32

12

Seexpresan los cocientes entre las actividades enzimáticas obtenidas en fracciones solubles al cabo de 1,5
y21hdeultracentrifugaci6n (Véase tabla XXVI) y en la lIexpresi6n" durante 21 h del tejido cerebral de rata

(Véasetabla XXV).

(a)Eltiempo expresado se refiere al de" ultracentrifugaci6n de la fracci6n soluble correspondiente (véase
tablaXXVI)
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. Los resultados referentes a la ADA sugiere la hip6tesis,
aún sin confirmar, de que sea un ectoenzima, al menos en par­

te .

y al igual que lo es la 5'N, como se ha demostrado que

ocurre en cultivos de células cerebrales (Trams y Lauter 1975).
Si ello fuese así, los resultados presentados aquí probarían

que la ADA de la superficie celular se libera más fácilmente

que la 5'N de idéntica' Lo ca'lLaac í.ón en las células del te­

jido cerebral de rata.

5.3.2 DIFERENCIAS DE COMPORTAMIENTO DE LA ADA Y LA

5'N LIGADAS A LOS MICROSOMAS y A LAS VESICU�

LAS SINAPTICAS DE CEREBRO DE RATA

EFECTO.DEL EDTA SOBRE LA ACTIVIDAD 5'N

Cuando se utilizó el medio A no fué posible la determina­

ción de la actividad 5'N debido a la presencia del EDTA lmM,

ya que el compuesto se ha demostrado que es un inhibidor

irreversible del enzima de cerebro bovino (Mallol 1980, Ma-

1101 y Bozal ¡g82).

5.3.2.2 DTB'ERENCIAS DE COMPORTAMIENTO DE LA ADA Y LA

5'N RESPECTO A LOS RESTANTES ENZIMAS, EN LA

FRACCION MICROSOW�L DE CEREBRO DE RATA

Por ello, al intentar determinar la actividad 5'N, parale­

lamente a la del resto de los enzimas estudiados, se emple6,
como se ha indicado en el apartado anterior, el medio B, cons­

ti tuido de sacarosa 0,28 M Y tris (25 mM) - HCl de pH 7,4.

Para demostrar el d
í

s t í.rt o comportamiento de la adenosina

desaminasa y de la 5'Nucleotidasa respecto de los demás enzi-



TABLA XXVIII

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LOS MICROSOMAS SUSPENDIOOS EN B, EN DESOXICOLATO ° EN EL SOBRENADANTE DEL TRATA­

MIENTOCON DESOXICOLATO

Enzima Suspensión de los MC en el Suspensión de los MC en Sobrenadante (Desoxicolato
tercer lavado con B desoxicolato 0,075% (p/v) en B 0,075 % (p/v) en B)

LDH 28 196 86

MDH 43 244 90

ADA 877 750 70

GAH 101 339 71

PNP 69 188 83

51N 12.980 10.700 171

Losmicrosomas se separaron en la forma habitual (v�ase 4.3), se lavaron tres veces con el medio B y se trataron
condesoxicolato 0,075 % .··I])e la suspensión en el tercer lavado con B y en desoxicolato se tomaron dos por-cí.ones para
efectuarsuanálisis enzimático. Las actividades enzimáticas se han determinado en ambas suspensiones y en el sobre­
nadantedeltratamiento con el detergente. Los valores de actividad se expresan en partes por 10.000 de actividad
queexhibenlos MC correspondientes a 1 g de tejido, respecto a la actividad de cada enzima en la fracción soluble
decerebro(v�ase pie tabla XIII). La actividad de la 51N en la fracción soluble fue de 0,00085. pcat/g. Los resul­
tadossehancorregido debido a la diflminución de la cantidad de MC por el volumen de suspensión utilizado en el
análisisenzimático.
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mas en estudio, se han determinado cuantitativamente las acti­

vidades ligadas a los microsomas suspendidos en el medio B y

en desoxicolato 0,075 % (p/v) en B.

Los microsomas, al igual que en experimentos anteriores, se

lavaron tres veces con el medio B y a continuación se trata­

ron con desoxicolato 0,075 %. Las actividades enzimáticas se

determinaron en la suspensión de microsomas en el tercer la­

vado con el medio B, en la suspensi6n de microsomas tratados

con desoxicolato y en el sobrenadante obtenido después de se­

parar los micro somas de la suspensi6n anterior.

La determinaci6n de las actividades ADA, GAH Y PNP en la

suspensi6n de microsomas requiri6 precauciones especiales. A

la mezcla de reacci6n se le añadi6 un volumen (nunca superior

a 0,2 mI) de la suspensi6n, de tai forma que la absorbanci¿ a

la longitud de onda del experimento, no fuera superior a 0,3

A, más la absorbancia normal de los substratos; las velocida­

des de trabajo del inscriptor fueron lentas. Para determinar

las actividades LDH, MDH o 5'N en las suspensiones, no es pre­

ciso adoptar precauciones especiale�.

Los resultados que muestra la tabla XXVIII indican, en pri­

mer lugar, que la 5'N es un enzima cuya presencia en los mi­

crosomas es comparativamente mucho más elevada (10.000 -13.000

pp 10.000 respecto a la actividad en la fracci6n soluble) que

la del resto de los enzimas cuya actividad se determina (200-

800 pp 10.000 respecto a la actividad presente en la fracci6n

sOluble).

El tratamiento con desoxicolato 0,075 % mostr6 diferencias

al comparar las actividades ADA y 5'N con la del resto de los

enzimas. En efecto, en la suspensi6n en desoxicolato, las

actividades de los enzimas LDH, MDH, GAH Y PNP son superiores

a las que mostraron en la suspensi6n en el medio B. El trata-
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miento con el detergente revela la existencia de una activi­

dad de estos enzimas que no se manifest�ba cuando los micro­

somas estaban suspendidos en el medio B. Después· de la sepa­

ración de los Me presentes en la suspensión con el detergen­

te, la cantidad que se libera de estos enzimas es considera­

ble, pero la extracción no es completa; ya se ha descrito

que después de efectuar lavados sucesivos de los microsomas

con disoluciones de detergentes, los residuos microsomales

conservan las actividades de todos los enzimas, si bien, con­

siderablemente disminuidas (véase 5.2.10).

El mismo tratamiento con disolución de desoxicolato no diá

lugar a la aparición de actividades ADA y 5'N diferentes a

las que se manifestaron ya en la suspensión en el medio B •

Además, en el sobrenadante separado después del tratamiento

con desoxicolato, las actividades ADA y 5'N liberadas fueron

escasas (1,6 % para la 5'N y 9,� % para la ADA) si se compa­

ran con las que. se hallaron en las suspensiones de Me (tant6
en el medio B como en desoxicolato 0,075 % en B).

Los resultados presentados indican que el comportamiento de

la ADA y la 5'N es .par-a.Ie l o , y ambas se diferencian de los

restantes enzimas estudiados. El hecho de que la 5'Nse encuen­

tre en elevada proporción en los Me y que toda su actividad

se manifieste sin que sea necesario el tratamiento con deter­

gente, se halla en concordancia con lo descrito para el en'zi­

ma de otros tejidos de rata, que se localiza en la cara extra­

citoplasmática de las vesículas del interior de la célula

(Stanley et al 1980). La 5'N se encuentra presente en los Me

de hígado de rata (Benedetto et al 1979) y en el caso de las

células de tejido nervioso humano en cultivo, se postula

que la 5'N es un e.ctoenzima y que la ADA lo pueda ser también

(Trams y Lauter 1975). La analogía de comportamiento exhibida

por la ADA y la 5'N en los resultados aquí presentados parece
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confirmar la hipótesis de que también la ADA sea un ectoenzi­

ma , Es un hecho de relevante interés el establec.er que la ADA

está localizada en la membrana y hacia la misma cara que la

5'N, que se considera como un enzima marcador de la membrana

plasmática (Evans y Gurd 1973, Depierre y Karnovsky 1974 b,

Trams y Lauter 1975, Brake et al 1978). La menor actividadre­

lativa de la ADA, en comparación 'con la 5 'N, en.los microsomas

de cerebro de rata y posiblemente de otras especies, no ha­

bia permitido asignar esta localización concreta para la ADA

en estudios anteriores •

5.3.2.3 PRESENCIA EN LOS MICROSOMAS DE CEREBRO DE

RATA DE LOS ENZIMAS NECESARIOS PARA EL

CATABOLISMO DE LOS MONONUCLEOTIDOS

PURINICOS

Como se ha puesto de manifiesto en el capitulo anterior,

se ha demostrado que la ADA, la GAH y la p�� est�n ligadas

a las membranas microsomales y lo mismo ocurre con la 5'N.

Se ha tratado de comprobar si la presencia de estos enzimas

pernite a lá fracción aislada, catalizar la transformación

de los mononucleótidos purinicos hasta las bases púricas li­

bres, hipoxantina y xantina; que son los productos finales del

catabolismo de las purinas en el tejido cerebral, ya que éste

no posee xantina oxidasa y, por tanto, estas bases púricas

no se transforman hasta ácido úrico.

Los experimentos se llevaron a cabo efectuando incubacio­

nes , análogas a las que se describieron en el capítulo an­

terior (véase 5.2.10.1),. en presencia de AMP, GMP, IMP y XMP.

La fracción microsomal de cerebro de rata, obtenida en el

medio B, se lavó con el medio B y,. posteriormente, se trató
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por dos veces consecutivas'con desoxicolato 0,075 % (p/v) en

el medio B. El residuo microsomal se lavó finalmente con el

medio B y se volvi6 a suspender en el mismo medio. Alícuotas

de esta suspensi6n, que contuvo 0,0092 U/mI de 5'N, fueron

inc�badas con AMP, IMP, GMP o IMP durante intervalos de tiem­

por prolongados.

Las muestras en incubaci6n contenían 1,95 mI de la suspen­

si6n de MC, 0,75 mI de fosfato s6dico 200 mM de pH 7,4 y 0,3

mI del mononucle6tido correspondiente, AMP 1 mM o GMP, IMP

Y" XMP., 2 mM, respectivamente. Las muestras control contenían

1,95 mI del medio B en lugar del volumen de la suspensi6n.

Transcurrido el intervalo de incubaci6n, a 30 ± 0,1 ºC, se

centrifugó la suspensi6n (50.000 r.p.m., 30 min, 4 ºC , rotor

75 Tí) para separar los microsomas. En el sobrenadante se

determinó la cantidad de hipoxantina o de xantina transforma­

da en ácido úrico; para ello se añadieron 0,1 mI de xantina

oxidasa comercial (0,4 U/mI) a 2,5 mI del sobrenadante. Ladi­

ferencia de absorbancia a 293 nm entre el incubado con la sus­

pe�si6n y el blanco correspondi6 al ácido úrico formado. En

los controles realizados con los mononucLe
é
t í.do s , éstos no

experimentaron modificaci6n al ser incubados a 30 ± 0,1 ºC en

el intervalo de tiempo de experimentaci6n (4 h como máximo).

En todos' los casos, excepto con XMP, se produjo conversi6n

de los mononucle6tidos en los productos finales del metabolis­

mo (hipoxantina y xantina). Con AMP se produjeron 0,0020 pmol
ácido úrico/h, con GMP se produjeron 0,0186 pmol ácido úrico/
h y con IMP se produjeron 0,0194 pmol ácido úrico/h. Los ex­

perimentos se realizaron por duplicado a dos intervalos de

tiempo de incubaci6n distintos (2 y 4 h) •.

Los resultados demostraron que los microsomas son capaces

de catalizar la degradaci6n de los mononucle6tidos hasta am-
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bas purinas por acci6n 90njunta y sucesiva de los enzimas

5'N, ADA, PNP y GAH. El resultado obtenido con XMP sugiere

que su catabolismo es muy lento, no obstante, el nivel de

este nucle6tido es muy bajo en la·célula.

5.3.2.4 EFECTO DEL EDTA SOBRE LA 5'NUCLEOTIDASA

LIGADA A LOS MICRO SOMAS DE CEREBRO EE RATA

En un apartado anterior (véase 5.3.2.1) se ha discutido el

hecho de que el EDTA 1 mM inhibe prácticamente un 100%a la

5'N de la fracci6n soluble de cerebro de rata. Cuando se se­

pararon los microsomas en el medio A, por el método habitual

(véase 4.3), la actividad 5'N de las suspensiones de microso­

mas era muy baja, no obstante, cuando estos microsomas obte­

nidos en el medio A, se sometieron a lavados sucesivos cone1

medio B (exento de EDTA), se fué recuperando la actividad 5'N

de la suspensi6n de microsomas (Tabla XXIX). La inhibici6npor
el agente es gradualmente reversible ya que disminuye al ir

lavando. los m�9rosomas con medios exentos de EDTA; puede su­

gerirse, por tanto, que sea debida a interacciones de tipohi­

drof6bico de1.EDTA con las membranas, o directamente sobre el

enzima en el que, quizás,se produzca un cambio de conforma­

ci6n que impida el acoplamiento del substrato. Esta explica­

ci6n está apoyada además, por el hecho de que la recuperaci6n

es gradual; otro tipo de interacciones, i6nicas o por puentes

de hidrógeno, permitirían una recuperaci6n más rápida. Tampo­

co puede d�scartarse un complejamiento de algún ión metálico

constitutivo de la prot�ína, por el EDTA, sin embargo, para

la 5'N del tejido cerebral de buey se ha demostrado la ausen­

cia de iones metálicos en la molécula proteica (Ma1101 y Bozal

1982 b).
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TABLA XXIX

RECUPERACION DE LA ACTIVIDAD 5'NUCLEOTIDASA DE LOS MICRO­

SOMAS AL ELIMINAR EL EDTA DEL MEDIO

Suspensión de MC

en A

lªsuspensión de MC

en B

2ªsuspensión de MC

en B

pp 10.000 pp 10.000 pp 10.000

740 2123 3900

Los microsomas se obtuvieron en la forma habitual (véase

4.3), en presencia de EDTA 1 mM (medio A). Los microsomas se

suspendieron en el medio A y después de separarlos, se sus­

pendieron dos veces consecutivas en el medio B (exento de

EDTA). La actividad 5'N se ensayó en la suspensión de los

microsomas en A y en las dos suspensiones posteriores en B.

Los valores de actividad se expresan en pp 10.000 de acti­

vidad que exhiben los microsomas correspondientes a 1 g de

tejido, respecto a la actividad de la 5'N en la fracción so­

luble (0,000855 rcat/g tejido)

5.3.2.5 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CONCENTRACIONES

ELEVADAS DE DETERGENTE EN LA UNION DE LA

5'N A LOS MICROSOMAS DE CEREBRO DE RATA

El tratamiento repetido de los microsomas con disoluciones

de detergentes (desoxicolato y tritón X-lOO) de concentracio­

nes crecientes, no condujo a la eliminaci6n de las activida­

des LDH, MDH, ADA, GAH Y PNP de los residuos de microsomas

que se separan (véase 5.2.9 y 5.2.10). En un experimento aná-
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logo se ha demostrado que la 5'N está fuertemente ligada a

los microsomas de cerebro de rata y después de un tratamien­

to con desoxicolato 0,5 % (p/v) en B, el residuo separado

aún contiene un 18 % de la actividad
o·

de la suapens í.én ini­

cial de microsomas. Para la realización del experimento, se

obtuvieron los microsomas en el medio B, el residuo se
O

lavó

tres veces con el medio B y después se sometió a dos lavados

sucesivos con desoxicolato 0,075 % (p/v)-en B. El residuo

microsomal se suspendió en el medio B; en una parte se de­

terminó la actividad 5'N y el resto se ultracentrifugó para

orecoger el residuo microsomal, que se sometió a dos lavados

sucesivos con desoxicolato, uno con el detergente en concen-

tración de 0,25 % y el otro 0,5 %. El residuo de microsomas

así �avados, se lavó de nuevo con el medio B y el residuo fi­

nal se suspendió en el medio B. Se determinó la actividad 5'N

de las suspensiones de microsomas; los resultados se recogen

en la tabla XXX a.

Cuando se determinó la actividad 5'N en la suspensión de

microsomas en el detergente, se confeccionó una muestra con­

trol de la actividad 5'Node la fracción soluble frente a las

mismas concentraciones de detergente. Con desoxicolato 0,075

% apenas se observa variación de la actividad 5'N respecto al

control de actividad obtenido en aúsencia del detergente (va­
lor relativo 100). En desoxicolato 0,25 y 0,5 %, la actividad

5'N aumentó a 107 y 114 respectivamente. Estos resultados es­

tán de acuerdo con la activación por desoxicolato descrita

para el_enzima de veneno de Crotalus atrox (Chatterjee 1979).

En la tabla XXX a ya se han introducido las correcciones

oportunas, que incluyen la activación de la 5'N y la pérdi­

da cuantitativa de los microsomas de un lavado respecto del

anterior; por tanto, los resultados que se presentan son

comparables entre sí.



TABLA XXX

ACTIVIDADES 5"N, LDH, MDH Y GAH " LIBERADAS DE LOS MICROSOMAS y QUE EXHIBEN LAS SUSPENSIONES DE MICROSOMAS TRATA­

DOSCONCONCENTRACIONES CRECIENTES DE DESOXICO�TO

Losmicrosomas separados en el medio B de la forma habitual (véase 4.3) se lavaron tres veces con el medio B. El
residuosetrat6 dos veces sucesivas con desoxico1ato 0,075% (p/v) en B. Los microsomas así tratados se suspendieron
enB;sereserv6 una porci6n para el análisis enzimático, el nuevo residuo se 1av6 dos veces sucesivas con desoxico­
lato0,25%(p/v) en B y 0,5 % (p/v) en B, respectivamente. El residuo final se suspendió en B. Las actividades enzi­
máticassedeterminaron en los sobrenadantes,y en las suspensiones de microsomas. Los resultados se expresan en par­
tespor10.000 de actividad de los microsomas correspondientes a 1 g de tejido, respecto a la actividad de cada en­

zimaenlafracción soluble de cerebro (véase pie tabla XIII" ). La actividad 51N en la fracción soluble fue de
0,00085pcat/g cerebro:

TABLA XXX a

ACTIVIDAD51N LIBERADA DE LOS MICROSOMAS y QUE EXHIBEN LAS SUSPENSIONES DE MICROSOMAS TRATADOS CON CONCENTRACIONES

CRECIENTES DE DESOXICOLATO

Desoxico1ato 0,075 % en" B

er
2ºlavado Suspensión de MC en B tras1lavado

el 2º lavado con desoxicolato

pp10.000 pp 10.000 pp 10.000

178 146 6.182

Desoxico1ato Desoxicolato Suspensión de MC en B tras

0,25 % en B 0,5 % en B
el lavado con desoxicolato

0,5 % en B

pp 10.000 pp 10.000 pp 10.000
I

2.101 2.184 2.015

Laactividad 51N se determinó en los sobrenadantes de los. lavados con el detergente y en la suspensión en B de los
microsomasdespués del segundo lavado con desoxico1ato 0,075 % (p/v) en B y del residuo final tratado con desoxico -

lato0,5%(p/v) en B.



TABLA XXX b

ACTIVIDADES LDH, MDH Y GAH LIBERADAS DE LOS MICRO SOMAS y QUE EXHIBEN LAS SUSPENSIONES DE MICROSOMAS TRATADOS CON

CONCENTRACIONES CRECIENTES DE DESOXICOLATO

Ehzima Suspensi6n de MC en B tras el 2º Desoxicolato Desoxicolato Suspensi6n de MC en B tras el la-

lavado con desoxicolato 0,075 % 0,25 % 0,5 % vado con desoxicolato 0,5 %

pp 10.000 pp 10.000 pp 10.000 pp 10.000

LDH 3,7 51,0 8,4 0,6
MDH 12,8 83,0 27,0 1,4
GAH 45 - - 7

Lasactividades LDH y MDH se determinaron en los sobrenadantes de los tratamientos con desoxicolato 0,25 y 0,5 % y

enlasuspensi6n de microsomas en B, después del segundo lavado con desoxicolato 0,075 % y del residuo final tratado

condesoxicolato 0,5 %. La actividad GAH solo se determin6 en las suspensiones citadas ya que las concentraciones

elevadasde desoxicolato (0,25 y 0,5 %) interfieren en su determinaci6n de actividad.
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En todas las suspensiones consideradas en la tabla XXX a,

se determinaron las actividades LDH, MDH y, ocasionalmente,

la GAH; los resultados se muestran el la tabla XXX b. Los

restantes enz,imas, ADA, GAH Y PNP no se pudieron determinar

debido a la elévada concentración del detergente (véase

5.2.10).

El comportamiento de la 5'N indica que el enzima se encuen­

tra fuertemente ligado a los microsomas y que el tratamiento

de éstos con concentraciones elevadas del detergente, no

provoca un aumento de la actividad 5'N ligada a la suspensi6n
de microsomas; con lo que se confirman 'los resultados presen­

tados anteriormente (véase 5.3.2.2).

Las actividades LDH y �H, en cambio, van aumentando a me­

dida que los micro somas se tratan con concentraciones crecien­

tes de desoxicolato. Así, tras dos tratamientos con desoxico­

lato 0,075 %, el tratamiento con desoxicolato 0,25 %, produ­

jo una liberaci6n considerable de tales enzimas, en concordan­

cia con lo que se ha descrito precedentemente (véase 5.2.9).

5.3.2.6 DIFERENCIAS DE COMPORTAMIENTO DE LA ADA Y LA

5'N RES�ECTO A LOS RESTANTES ENZIMAS EN LA

FRACCION DE VESICULAS SINAPTICAS DE CEREBRO

DE RATA

La hip6tesis del nervio purinérgico de Burnstock (1972 a

y b) se apoya, en parte, en la existenciaen_las células del

tejido nervioso de enzimas como la 5'N y la ADA, que contri-

buyen a metabolizar el ATP a inosina; por ello, sería de in­

terés el establecer.lapresencia de estos enzimas en las vesí­

culas sinápticas aisladas de cerebro de rata. La obtenci6n

de una fracci6n de vesículas sinápticas fué posible mediante

un sencillo método descrito por Soller et al (1973) y comen­

tado en. detalle en métodos (véase 4.5). La' fracción de vesí-
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culas sinápticas obtenida coincidió ampliamente con la obte­

nida por Soller et al (loc. cit.) como lo demuestran las imá­

genes que se obtuvieron en el microscopio electrónico; la

fracción, al igual que la obtenida por estos autores, contu­

vo vesículas sinápticas (Figura 15) contaminadas por pequeñas

vesículas de membrana de tamaño algo superior (Figura 16).

La fracción de vesículas sinápticas obtenida se lavó dos

veces con el medio B y se trató con desoxicolato 0,075 %

(p/v) en B; en el sobrenadante se determinaron las activida -

des LDH, MDH, ADA, GAH, PNP y 5'N. Las actividades 5'N, LDH

Y MDH también se determinaron en la suspensión de vesículas

sinápticas. Los resultados se compararon con los obtenidos

con los microsomas tratados de igual manera. Los microsomas,

en este caso, no correspondieron a la misma fracción que la

descrita en métodos (véase 4.-3) y fué cuantitativamente algo

superior. En el m�todo de Soller et al (1973), la obtención

del sobrenadante post - mi tocondrial se lleva a cabo por cen­

trifugación a 12.000 x g, 20 mine También, el .me dd o de homoge­

neización fue de sacarosa 0,32 M Y con una relación 10 ml/g
de tejido. Los lavados, tanto de la fracción microsomal como

de la de vesículas sinápticas, una vez aisladas, se efectua­

ron con el medio B.

La comparación de los·resultados obtenidos en ambas fraccio­

nes se resumen en la tabla XXXI. Lo más destacable es el hecho

de la elevada proporción de 5'N (12,3 %) y sobre todo, de ADA

(29,7 %),con respecto a los restantes enzimas, en la fracción

de vesículas sinápticas. Ello sugiere que las purinas puedan

desempeñar una papel relevante en la función de las células

del sistema nervioso central (SNC) y constituir un apoyo a

la hipótesis de la existencia de terminaciones nerviosas pu­

rinérgicas en tal tejido (Burnstock 1975 b).
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FIGURA 15.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA FRACCION DE VESICULAS SINAPTICAS

OBTENIDA COMO SE DESCRIBIO EN METODOS (Véase 4. 5 ).- La fracci6n se pro­
ces6 como se describi6 en métodos (Véase 4.23). 46.000 x.

FIGURA 16.- MICROGRAFIA ELFX:TRONICA DE LA FRACCION DE VESICULAS SINAPTICAS

OBTENIDA COMO SE DESCRIBIO EN METODOS (Véase 4.5).- . La fracción se procesó
como se describi6 en métodos :Véase 4.23). 27.000 x.
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TABLA XXXI

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS DE LOS MICROSOW�S y DE

LAS VESICULAS SINAPTICAS DE CEREBRO DE RATA

. Enzima Vesículas sinápticas Microsomas

LDH 2,5 100

MDH 2,5 100

ADA 29,7 100

GAH 2,5 100

PNP 0,9 100

5'N 12,3 100

La ·fracción microsomal (véase 4.5) se lav6 tres veces con

el medio B y la fracción de vesículas sinápticas (véase 4.5)
se lav6 dos veces con el medio B después de su obtenci6n. Am­

bas fracciones lavadas se trataron con deso�icolato 0,075 %

(p/v) en B. Las actividades enziniáticas se determinaron en

los sobrenadantes respectivos de los tratamientos con el de­

tergente. Los resultados son comparativos; se da el valor

100 a la actividad de cada enzima liberada de la fracci6nmi­

crosomal.
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La tabla XXXII muestra la comparación de las actividades

LDH, MDH Y 5'N, así como de las absorciones a 280 nm entre

las fracciones de vesículas sinápticas y de microsomas. Estos

resultados, además de confirmar los presentados en la tabla

XXXI, demuestran que la LDH y la MDH se liberan, o están li­

gadas de forma distinta a las membranas de ambas fracciones.

COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

EN CEREBRO Y EN CEREBELO DE RATA

La importancia del papel de las purinas en el tejido ner­

vioso (Burnstock 1972 a y b, 1975 a y b), que ha conducido a

formular la hipótesis del nervio purinérgico, sugiere la po­

sibilidad de que la actividad de los enzimas del catabolismo

purínico varíe en las �iferentes regiones del tejido nervio­

so en estudio. Ello ha conducido a efectuar experimentos com­

parativos en el tejido cerebral y cerebelar de rata.

COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

DE LA FRACCION SOLUBLE DE CEREBRO Y DE CE­

REBELO DE RATA

La fracción soluble de ambos tejidos se obtuvo de la forma I I

habitual (véase 4.3 y 4.4). En la tabla XXXIII se muestran

las actividades enzimáticas que se obtuvieron para ambos te­

jidos. La fracción soluble destinada a la determinación de

las actividades LDH, MDH, ADA, GAH Y PNP, se obtuvo por homo­

geneización en el medio A, en el que también se determinaron

las actividades. Para la 5'N se trabajó exclusivamente con el

medio B.



TABLA XXXII

ACTIVIDADES LDH, MDH Y 5'N y ABSORBANCIA A 280 nm DE LAS SUSPENSIONES DE MICRO SOMAS y DE VESICULAS SINAPTI­

CASDECEREBRO DE RATA

Suspensión de MC en el

tercer lavado en B

Suspensión de las vesículas

sinápticas en el segundo

lavado en B

Suspensión de MC

en desoxicolato

0,075% (p/v )en B

Suspensión de las ve­

sículas sinápticas en

desoxicolato 0,075 %

LDH 100 2,7 100
. 1,3

MDH 100 2,9 100 1,3

A(280nm) 100 2,8 100 3,3

5'N 100 11,8 100 9,7
.

Lasactividades enzimáticas LDH, MDH, 5'N y la absorción a 280 nm se determinaron en las fracciones microsomal y de

vesículassinápticas, en las suspensiones respectivas en el Último lavado con B y la posterior en desoxicolato 0,075%

�/v)enB.Los resultados son comparativos; se asigna el valor 100 a la actividad o a la absorción correspondiente a

lasuspensión de,microsomas, en el medio B, o en desoxicolato 0,075 % •

•

--
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TABLA XXXIII

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LA FRACCION SOLUBLE DE CEREBRO

Y DE CEREBELO DE RATA

Enzima TEJIDO CEREBRAL TEJIDO CEREBELAR

(p-cat/g) (p-cat/ g )

(8)
lo lo (4)1,2.:0,3 1,4.:.0,2

(8) 2,2±0,5 2,9±0,3 (4)

(8) 0,0016 � 0,0005 0,0013 ± 0,0003 (4)

(8) lo
0,0017 � 0,0004 (4)0,014.:. 0,003

(8) lo
'

lo
(4)0,023..:.0,008 0,016.:. 0,002

(3)
,

. .L
0,0010 ± 0,0002 (3)0,0009.:. 0',0002

LDH

lVIDH

ADA

GAH

PNP

5'N

La fracción soluble de cerebro y de cerebelo de rata se

obtuvieron como se describió en métodos (véase 4.3 y 4.4).

�a actividad se determinó en el sobrenadante de ultracen­

trif�gación, después de eliminar los microsomas. La elimi­

nación de substratos endógenos se llevó a cabo por filtra­

ción en gel de Sephadex G - 25. La determinación de la acti­

vidad 5'N, en todo el proceso, se efectuó con el medio B, in­

cluyendo la obtención de la fracción soluble; en los demás

casos se usó el medio B. Los resultados se expresan en rcat/
g de tejido y, entre paréntesis, se indica el número de expe­

rimentos.

El hecho más representativo, que se pone de manifiesto al

con?ultar la tabla XXXIII, es la analogia de actividades pa­

ra LDH, lVIDH, ADA, PNP Y 5'N en las fracciones solubles de ce­

rebro y cerehelo; las actividades no son idénticas, pero exhi-
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ben el mismo orden de magnitud y, a menudo, unas y otras

coinciden dentro del margen de error de los resultados. Por

su parte, la actividad GAH está muy disminuida en la fracción

soluble de cerebelo de rata, unas diez veces inferior a la ob­

tenida en la fracción soluble de cerebro de rata. Este hecho,
del que no se puede aventurar ninguna hipótesis sin la ·reali­

zación de estudios más ampl�os,. ya ha sido puesto de manifies­

to en cerebelo de cerdo (Daw�on 1971).

COMPARACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN

LA FRACCION MICROSOMAL DE CEREBRO Y DE

CEREBELO DE EATA

La. fracción microsomal de ambos tejidos se obtuvo tal como

se describió en m�todos (véase 4.3 y 4.4) •

.
J.

Los microsomas, lavados tres veces con el medio de homoge­

neización correspondiente (A o B), se tratan con desoxicola­

to 0,075 % (p/v) en A o en B. Las actividades enzimáticas se

determinaron en el sobrenadante de ultracentrifugación des­

pu�s del tratamiento con el detergente. Tales actividades se

expresan, como es habitual, en partes por 10.000, referidas

en cada caso a la fracción soluble del tejido correspondien­

te (Tabla XXXIII). Cuando se determinaron las actividades

LDH, MDH, ADA, GAH Y PNP, el medio en el que se obtuvieron

los microsomas y se determinaron las actividades fue el medio

A. Para el ensayo con la 5'N se trabajó en todo momento con

el medio B.

Los resultados (Tabla XXXIV) muestran una variación entre

ambos tipos de microsomas. No obstante, salvo en el caso dela

GAH, cuyo valor está muy disminuido al igual que ocurría en la

fracción soluble, las diferencias no son tan significativas co-
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TABLA XXXIV

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS DE LA FRACCION MICROSO­

MAL DE CEREBRO y DE CEREBELO DE RATA POR TRATAMIENTO CON

DESOXICOLATO 0,075 %

Enzima Cerebro Cerebelo

LDH 100 73

MDH 100 62

ADA 100 110

GAH 100 42

PNP 100 93

5'N 100 133

Las fracciones microsoma1es de c�rebro y cerebelo de rata

(véase 4.3 y 4.4) se lavaron tres veces con el medio de ho­

mogeneización y, a continuación, se' trataron con desoxico­

lato 0,075 % (p/v) en el medio de lavado. Las actividades en­

zimáticas se determinaron en el sobrenadante del tratamiento

con desoxico1ato. Cuando se determinó la actividad 5'N, todo

el proceso se efectuó con el medio B, incluyendo la homoge­

neización del tejido; en los demás casos se usó el medio A.

Los resultados son comparativos y se da el valor 100 a la ac­

tividad de cada enzima (pp 10.000) liberada de la fracción

microsoma1 de cerebro de rata. Las actividades (pp 10.000)

vienen referidas en cada caso a las que exhibe cada enzi-

ma en la fracción soluble del tejido correspondiente (véase

tabla XXXIII).

mo para permitir formular alguna hipótesis en relación a que

la fracción microsoma1 aislada de cerebro sea comparativamen­

te distinta de la aislada de cerebelo.
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DISCUSION

El conjunto de los resultados presentados en este capítulo
puede permitir establecer diferencias en la localización de la

LDH, la MDH, la ADA, la GAH, la PNP y la 5'N, en dos regio­

nes diferentes del encéfalo (cerebro y cerebelo� así como

dentro del tejido cerebral. Los experimentos reseñados, efec­

tuados con microsomas, con vesículas sinápticas y con jugos

obtenidos por "expresión", sugieren la distinta localización

subcelular de los enzimas mencionados.

Al comparar las actividades enzimáticas exhibidas por la

fracción soluble de cerebro y de cerebelo de rata, no se ob­

servan diferencias de actividad acusadas excepto con la ac·­

tividad de la GAH que, en cerebelo, es mucho menor que la

que aparece .en la fracción soluble de cerebro. Aunque la dife­

rencia comentada no sea suficiente como para atribuirle la

significación de característica diferencial, estructural y

funcional, entre ambas regiones del SNC, si puede constituir

un indicio de que el substrato de la GAH, la guanina, desem­

peñe alg¡Íri papel significativo en dicha diferencia. En lu"gar

de atribuir exclusivamente a la guanina la característica di­

ferencial, podría sugerirse que fuesen los niveles de guanina

y de xantina (producto de la transformación de la guanina por

la GAH) los responsables, en parte, de tal efecto. La escasa,

o nula actividad de GAH en cerebelo ha sido puesta de manifies­

to anteriormente para el enzima de otras especies (Dawson

1971, Carpene et al 1976) y se ha descrito su distribución

regional en cerebro de rata,
.

así como su ausencia en cerebe­

lo de rata (Mansoor et al 1963). Se ha demostrado, también,

que las metilxantinas modulan la liberación de purinas en el

SNC y no se descarta la posible existencia en el SNC de re­

ceptores específicos para estos compuestos purínicos (Stone
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et al 1981).

Los exper-Lmerrt o s de obtenci6n de jugos por "expresi6n" del

�ejido cerebral, muestran que aparece en ellos la ADA en ma­

yor proporci6n que el resto de los enzimas, en comparaci6n
con las actividades presentes en la fracci6n soluble de cere­

bro. El hecho puede constituir una prueba en apoyo de la hi­

p6tesis de que la ADA sea un ectoenzima, lo que le permitiría
liberarse con más facilidad por ultracentrifugaci6n prolonga-

.

da del tejido que otros enzimas localizados en el interior de

la célula. Este extremo, que ha sido confirmado para la 5'N

procedente de cultivos de células cerebrales, no había podi­

do ser confirmado para la ADA (Trams y Lauter 1975). Los re­

sultados aquí descritos, obtenidos con los microsomas de ce­

rebro sugieren, también, el carácter de ectoenzima de la ADA.

Las actividades 5'N y ADA ligadas a los microsomas se encuen­

tran localizadas hacia el exterior de las vesículas microso-

males y se ponen plenamente de manifiesto antes de desorgani­

zar las membranas microsomales por tratamiento con desoxicola­

to (véase 5.3.2.2).

El que la ADA y la 5'N tengan la misma 10calizaci6n subcelu­

lar en los microsomas de cerebro no implica, necesariamente,

que ambos sean ec t o enz.í.maa ; como en el caso de la 5'N (loc.

cit.); sin embargo, constituye una fuerte presunci6n en favor

de la hip6tesis de que, al menos una parte de la ADA, esté

localizada en esta regi6n de la célula. Así, en las células

cerebrales cultivadas, se ha demostrado que existe una ADA

particulada cuya localización es idéntica a la de la 5'N que,

además, es un enzima marcador de la membrana plasmática (loco

cit., Evans y Gurd 1973, Depierre y KarnovsbJ 1974 b, Brake et

al 1978). En tejidos de rata se ha demostrado que la 5'N se

encuentra en la superficie celular, pero también en el inte­

rior de la célula, en la cara extracitoplasmática de las ve-
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sículas del interior celular; además de estos resultados,

q�e confirman los aquí obtenidos, se ha indicado que existe

tina
__ relación dinámica entre la 5'N que presenta ambas loca-

1izaciones (Stanley et al 1980).

También se ha demostrado en cultivos de células cerebrales,

que si se añade adenosina marcada al medio, ésta es trans­

formada de forma rápida en inosina e hipoxantina; esta con­

versión requiere la captación de la adenosina por las célu­

las y la excrección de los productos de su catabolismo. El

que la transformación tenga lugar preferentemente de esta ma­

n.era, no es óbice para que Trams y Lauter (1975) no descar­

ten la posibilidad de que la ADA sea un ectoenzima. Es posi­

bl-e, también, que auncue la ADA esté localizada en la superfi­
cie celular pueda actuar, alternativamente, como un transpor­
tador de membrana captando adenosina hacia el interior de la

célula.

La actividad 5'N ligada a los microsomas no se pone de mani­

fiesto si la fracción se obtiene en medios q�e contienenEDTA.

Sin embargo, al eliminar el EDTA la actividad 5'N se va recu­

perando. Así, la pérdida de actividad 5'N no es debida a que

el EDTA secuestre algún metal necesario para la actividad del

enzima y se podría sugerir que el efecto fuera debido a una

alteración por el EDTA de la carga superficial de la membrana

que provocara una inhibición del enzima; este fenómeno sucede

con otros enzi�as de las membranas plasmáticas, de las mem­

branas mitocondriales y del retículo endoplasrnático (Wojtc­
zak 1979). No obstante, como el efecto desaparece cuando se

solubiliza el enzima (loe. cit.) es más probable que el EDTA

actúe de forma que modifique la cónformación del enzima, ya

que la inhibición ejercida también se produce con el enzima

de la fracción soluble (véase 5.3.2:1) y con el enzima puri-
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ficado de cerebro bovino (Mallol et al 1982 a y b); en estas

condiciones, la inhibici6n es irreversible y , además, se ha

demostrado la ausencia de iones metálicos constitutivos de

la molécula enzimática (Mallol et al 1982 b).
I

Hay que destacar que, en experimentos realizados con el

enzima unido a la membrana de los bastones de la retina, se

demuestra que la 5'N se libera de ¡as membranas en la obscu­

ridad, y las características cinéticas del enzima unido y del

enzima sOlubilizado, son idénticas (Fukui y Shichi 1981) • Es

pues probable que el efecto del EDTA sobre el enzima unido

sea idéntico al que ejerce sobre el enzima que se obtiene en

la fracci6n soluble o en los purificados parciales. Incluso

es posible que el enzima obtenido de la fracci6n soluble se

haya liberado de las membranas durante el proceso de homoge­

neizaci6n y de centrifugaci6n diferencial.

En el presente trabajo se ha demostrado, por medio de

electroforesis, que la ADA de la fracci6n soluble y la solu­

bilizada de los micro somas es la misma, lo cual parece apoyar

la hip6tesis anterior.

Stanley et al (1980) han confirmado que el aumento de acti­

vidad 5'N que se produce en hepatocitos de rata, al homoge­

neizar el tejido o cuando ést� se trata con detergentes, es

debido a la liberaci6n del enzima localizado en el interior

de la célula. Ambos enzimas, el localizado en la superficie

celular y el liberado del interior celular, son indistingui ....

bIes tanto por su inhibici6n por anticuerpos específicos como

por su comportamiento cinético con AMP. En células de plasmo­

citoma, la 5'N unida a la membrana y la solubilizada de ella,

tienen un comportamiento cinético análogo (Lelievre y Zachows­

ky 1977). También existe una 5'N localizada en el interior de

las células musculares humanas y asociada a las membranas del

¡ I
I :
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sarcolema (Champaneria y Pennington 1981).

El comportamiento de la 5'N unida a los microsomas cuando

éstos se trataron con concentraciones crecientes de desoxico­

lato, es similar al de la glucosa - 6 - fosfatasa cuando se rea­

lizó un experimento análogo con micro somas de hígado de rata

(Weihing et al 1972). En los mismos experimentos se demostró

que la unión de la NADPH - ci tocromo e reductasa a los micro­

somas de hígado de rata es más:",lábil que ia de la glucosa - 6-

fosfatasa (loc.cit.). En las membranas celulares de diversos

tejidos de rata, la 5'N se solubiliza con concentraciones ele­

vadas de tritón X-lOO (2 %) o de desoxicolato (1 %) (Riemer

y Widnell 1975). Así pues, la 5'N se puede considerar como

una proteína constituyente de las membranas microsomales de

cerebro de rata.

En estudios realizados en tejido cerebral de ratón (Suran

1973) se ha demostrado que la 5'N se encuentra en el axoplas­

ma asociada con la mielina, mientras que la mayor 'actividad

específica de la 5'N en cerebro de cobaya se obtiene en la

mielina (Pechan 1970). En conjunto, es posible que .�a activi-
..

'

dad 5'N de la fracción microsomal de cerebro de rata corres­

ponda a varios orgánulos subcelulares, como la mielina, la

membrana plasmática e incluso las membranas del retículo en­

doplasmático; todas ellas forman parte de dicha fracción mi­

crosomal, como se ha demostrado por medio de su caracteriza­

ción ultraestructural (véase el capítulo siguiente: 5.4.2.4.1

y 5.4.2.4.2).

También son las actividades 5'N y ADA las que se extraen

de las vesículas sinápticas en mayor proporción que el resto

de los enzimas, al comparar con las actividades que se obtie­

nen de los microsomas. La ADA cuya actividad relativa esdel

30 % en comparación con la extraída de los micro somas (Tabla
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XXXI) muestra un comportamiento muy distinto al de la LDH ,

MDH, GAH Y PNP, con actividades relativas entre 2 y 3 %. La

actividad relativa de la 5'N es intermedia, cercana al 12 % •

Estos resultados confirman la presencia de la 5'N, y sobre

todo de la ADA, en las vesículas sinápticas y además en una

proporción que sugiere que el papel de estos enzimas es im­

portante, asi como el de determinados compuestos purínicos,
en la transmisi6n nerviosa que se lleva a cabo en las sinap­

sise Burnstock (1972 a y b), al formular la hip6tesis del

nervio purinérgico se bas6, entre otros hechos, en la exis­

tencia de ATPasa, de 5'N y de ADA en el tejido nervioso. Así

pues, la 10calizaci6n concreta de la 5'N y de la ADA en las

vesículas sinápticas puede apoyar la mencionada hip6tesis de

Burnstock (loc.cit.). La existencia del resto de los enzimas

estudiados, en la fracción de vesiculas sinápticas se pudo de­

ber a su presencia en tales vesiculas, o a que se liberaran

de otro tipo de vesículas q�e contaminan la fracción
.

(Figuras
15 y 16) (Soller et al 1973). La existencia de enzimas citoso­

lubles, como la LDH, se ha demostrado, también, en las vesí­

culas sinápticas de cerebro de rata obtenidas por el método de

de Whittaker et al (1964) (Morgan et al 1973). El que la ADA y

la 5'N se liberaran de las vesiculas contaminantes es una hi�

p6tesis poco probable ya que, si fuese así, cabría esperar que

ambos enzimas se liberaran en proporciones similares al resto

de los enzimas, como ocurre en los microsomas. Wombacher�978)
ha demostrado la existencia de un complejo multienzimático

en la fracci6n citoplasmática de corteza adrenal de buey; en

él intervienen la 5'N, la fosfodiesterasa y la ADA que inter­

vendrían en el catabolismo del 3',5'-AMP • Se podría sugerir
e

la existencia de un complejo multienzimático compuesto por

la ATPasa, la 5'N y la ADA, que metabolizara el ATP en las

terminaciones nerviosas purinérgicas.
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La distribuci6n regional de la actividad 5'N, especialmen­

te, la que exhibe el cerebelo y el hipocampo, condujo aScott

(1967) a sugerir que el enzima puede actuar en procesos bio­

q�ímicos simples, y en funciones neurofisio16gicas. En el

preserLte estlldio, la observaci6n del distinto comportamiento

que. exh í.ben . .La 5'N Y la l\PA respecto a los restantes enzi­

mas, especialmente su elevada actividad en las vesículas si­

nápticas, son hechos que concuerdan con la hip6tesis deScott

y constituirían una . prueba en favor de la hip6tesis de la

existencia de terminaciones nerviosas purinérgicas en el SNC

(Burnstock 1975 b).
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CARACTERIZACION DE LOS MICROSOrUS DE

CEREBRO DE RATA.

VARIACION DE LA CANTIDAD DE MICROSOMAS

SEPARADOS SEGUN EL METODO DE AISLAMIENTO

EMPLEADO

La obtención de la fracción microsomal, a partir del sobre­

nadante post-mi tocondrial, puede variar con el método de se­

paración; uno de los factores cuya influencia puede ser más

acusada es la naturaleza del medio en que se efectúa la sepa­

ración. La influencia de otros factores puede ser también no­

toria. Se ha tratado de determinar aquí como pueden influlr

diversas circunstancias en la composición y en la cantidad de

la fracción microsomal que se separa.

5.4.1.1 INFLUENCIA DE LA RELACION DE HOMOGENEIZACION

(ml/g tejido) EN LA �EPARACION DE MICROSOMAS

DE CEREBRO DE RATA ,
.

Se ha tratado de determinar si la.relación de homogeneización

se refleja significativamente en la cantidad de los microso­

mas que se obtienen.

Se tomaron, con este objeto, dos porciones de 12 g de cere­

bro de rata y se homogeneizaron con el medio A. La primera

porción se homogeneizó con 72· mI de A (relación de homogenei­

zación: 6 mI deA/g cerebro) y la segunda con 108 mI de A

(relación: 9 ml/g cerebro).

La fracción microsomal se senaró de ambos homogeneizados

por el método habitual (véase 4.3). Los residuos de centrifu­

gación se lavaron tres veces con el medio A y, una vez lava-
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dos, ambos residuos se trataron con 15 mI de disolución de

desoxicolato 0,075 % (p/v) en el medio A. En los sobrenadan­

tes se determinaron las actividades LDH, MDH, ADA, GAH Y PNP.

En la tabla XXXV se muestran de forma comparativa los resul­

tados obtenidos. En las fracciones solubles respectivas, des­

pués de ser sometidas a filtración a través ·de gel de Sepha­
dex G-25 (véase 4.17.1), se determinaron las mismas activida­

des enzimáticas (Tabla XXXVI).

En la fracción soluble, las actividades de los enzimas es­

tudiados son análogas, tanto si la relación de homogeneiza­

ción es de 6 ml/g, como si es de 9 ml/g. Cuando la relación

de· homogeneización fue de 9 ml/g, un 50 % más elevada que la

de 6 Ml/g , la obtención de microsomas fue superior en más

de un 30%. La absorbancia comparativa (a 260 o a 280 nm ) de

la suspensión de micro somas obtenidos en ambos casos fue de

137 :: 100; es decir, un 37 % superior cuando la relación

de homogeneización fue de 9 ml/g. La proteína total liberada

en el tratamiento con desoxicolato fue también superior (32

%) cuando la relación de homogeneización fue más elevada; en

este caso, también las actividades enzimáticas fueron superio­

res, entre un 35 y un 39 % para los enzimas del catabolismo

purínico, y entre un 47 y un 54 % para las deshidrogénasas

(véase tabla XXXV).

Los resultados muestran una variación cuantitativa de la

obtención de microsomas a� variar la relación (p/v) de homo­

geneización del tejido, y que el rendimiento es mayor al

aumentar dicha relación de homogeneización.
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TABLA J:XXV

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS DE LOS MICROSOMAS AISLA­

DOS AL VARIAR LA RELACION DE HOMOGENEIZACION (ml/g te jido)

LDH

MDH

ADA

GAH

PNP

(rcat totales en �l lavado)

relaci6n 6 ml/g relación 9 ml/g

100 147

100 154

100 136

100 135

100 139

Enzima

A280de los Me (a) 100 137,

Proteína (b)

(mg totales en

sobrenadante del

tratamiento con

desoxicolato)

4,66(100) .6,16(132)

La fracción microsomal de cerebro se obtuvo por homogenei­

zación del tejido en el medio A por el método habitual (véa­

se 4.3). Se usaron dos relaciones de homogeneizaci6n; 6 y 9

mI de A por g de tejido: Las fracciones microsomales separa­

das se lavaron tres veces con A, después se trataron con de­

soxicolato 0,075 % (p/v) en A. Las actividades se determinaron

en el sobrenadante del tratamiento con desoxicolato. Los re­

sultados son comparativos y se asigna el valor 100 a las ac­

tividades correspondientes a 10s'MC separados mediante la

relación 6 ml/g •

(a) Suspensi6n de microsomas en el tercer lavado con A

(b) Datos expresados en mg totales. Entre paréntesis se dan

los datos comparativos (se asigna el 100 a la proteína que co­

rresponde a los MC separados mediante la relaci6n 6ml/g).
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TABLA XXXVI

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LA FRACCION SOLUBLE DE

CEREBRO DE RATA OBTENIDA AL VARIAR LA RELACION DE

HOMOGENEIZACION (mI! g tejido)

Enzima (p.cat/g tejido)
Relación 6ml/g Relación 9 ml/g

LDH 1,17 1,14

MDH 2,3 2,1

ADA 0,0021 0,0021

GAH 0,013 0,013

PNP 0,006 0,006

La fracción soluble de cerebro se obtuvo por homogeneiza­

ción del tejido en el medio ,A por el método habitual (véase

4.3). Se usaron dos relaciones de homogeneización: 6 mI y

9 mI de A por g de tejido. La determinación de actividades

se efectuó en las respectivas fracciones solubles obtenidas

previa filtración en gel de Sephadex G-25 equilibrado conAo

Los resultados se expresan en fcat/g de tejido.

5.4.1.2 INFLUENCIA DE LA CONSTANTE DIELECTRICA DEL

MEDIO DE HOMOGENEIZACION EN LA SEPARACION

DE LOS MICRO SOMAS

Con objeto de. establecer si la cantidad de microsomas que

se obtiene puede variar con el medio de extracción usado, se

procedió a obtener homogeneizados de tejido cerebral median-
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te el empleo de medios diferentes, cuya constante dieléctri­

ca (Akerloff 1932) es distinta .de la del agua (constante
dieléctrica = 78 � Cte. dieléctrica del vacío = 1 - ) •

Se escogieron los cuatro medios de homogeneizaci6n que se

indican:

A : medio A (sacarosa 0,28 M, tri.s 25 mM, EDTA lmJY.f , HCl pH 7,4)
- Cte. dieléctrica = 78

- Densidad = 1,0355 _ .g/ml

- Viscosidad = 1,03 cpoises

e etilenglicol 40 % (v/v)
- Cte. dieléctrica = 68

-Dénsidad = 1,0518

- Viscosidad = 1,15 cpoises

D : dimetilsulf6xido de x = 0,196
- Cte. dieléctrica = 74

- Densidad = 1,0740 . g/mI

- Viscosidad = 1,10 cpoises

E:urea 1,5 M

- Cte. dieléctrica - 82

-Densidad = 1,0320 1I
I

- Viscosidad = 1,04 cpo
í

s e: I
f.

f
, 1

Los· medios C, D y E contuvieron tris (25 mM), EDTA lmM Y

se ajust6 el pH a 7,4 con HCl.

Se confeccionaron homogeneizados en los cuatro medios ci­

tados, siendo la proporci6n de 6,5 ml/g , que es la empleada

habitualmente. La separaci6n de la fracci6n microsomal se
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llevó a cabo tal como se ha descrito (véase 4.3). Las cuatro

fracciones microsomales así obtenidas se lavaron tres veces

c on el medio A y se trataron con desoxicolato 0,075,% en A

en la forma habi:tual. Las actividades enzimáticas se determi-
,

naron en las fracciones solubles que se obtuvieron, en cada

caso, y que se filtraron a través de gel de Sephadex G.;... 25

equilibrado con el medio A (véase 4.17.1) (Tabla XXXVII) y

en los sobrenadantes separados tras el tratamiento del resi,­

duo de microsomas con desoxicolato (Tabla XXXVIII).

Los resultados muestran que las cantidades deenzimaextrai­

das, o puestas de manifiesto, dependen del medio de homogenei­

zación empleado • Las diferencias observadas en las cantida­

des (fcat/g tejido) de cada uno de los enzimas que aparecenen

la fracción soluble obtenida con cada medio, podrían ser debi­

das a efectos variables que sobre cada enzima e jerzan cada uno

de los medios usados; podrían provocar éstos la activaci ..ón, o ,

la inhibición de los enzimas considerados, pero cabe conside­

rar' también, la diferente capacidad de extracción de los en­

zimas durante la homogeneización del tejido cerebral de rata.

Esta última sugerencia puede apoyarse, en primer lugar, en que

las cantidades de enzima extraidas con cada uno de los cuatro

medios son muy diferentes y, en segundo lugar, en que la mayor

actividad de 'un enzima en la fracción', soluble o�tenida en un

medio determinado no es paralela, necesariamente, con la del

resto de los enzimas extraidos ni con la de proteína (Tabla

XXXVIII) •

La cantidad de fracción microsomal que se separa con cada

uno de los cuatro medios es muy distinta. La cantidad de mi­

crosomas mayor y paralelamente de las actividades enzimáticas

ligadas a ellos, se obtuvo con el medio D de dimetilsulfóxido

(cte. dieléctrica 74), seguida de las obtenidas con el medio

e de etilenglicol (cte. dieléctrica 68), con el medio A (cte.



TABLA XXXVII

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LA FRACCION SOLUBLE OBTENIDA POR HOMOGENEIZACION DE CEREBROS DE RATA EN MEDIOS

DE DISTINTA CONSTANTE DIELECTRICA

Enzima Medio A Medio C Medio D Medio E

LDH 100 151 87 100
MDH 100 102 150 108
ADA 100 151 132 136
GAH 100 138 99 131
PNP 100 149 116 138

Proteína (mg/g tejido) 16,87(100) 23,09 (137) 13,82(82) 23,99(142)

% acidos nucleicos 2,6 2;2 2,4 2,0

Los.cerebros de rata se homogeneizaron en cuatro medios distintos: el medio A habitual, el medio C (etilenglicol
40%), el medio D (DMSO x== 0,196) y el medio E (urea 1,5 M). La relación de homogeneización fue de 6,5 ml/g y las

respectivas fracciones se obtuvieron según el método habitual (véase 4.3). La determinación de las actividades enzi­

máticas se llevó a cabo después de filtrar las disoluciones en gel de Sephadex G-25 equilibrado con A. Los resulta­

dos son comparativos y se asigna el valor 100 a las actividades exhibidas por la fracción soluble aislada en el me­

dio A. El porcentaje de ácidos nucleicos se determinó según el método. de Warburg y Christian (1941).
(a) Los valores de proteína se expresan en mg/g tejido. Entre paréntesis se muestran los datos comparativos, asig­

nando el valor 100 a la que se obtuvo en la fracción soluble aislada en el medio A.



TABLA XXXVIII

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS DE LA FRACCION NICROSOMAL DE CEREBRO DE RATA SEPARADA POR HOMOGENEIZACION

DELTEJIDO EN MEDIOS DE DISTINTA CONSTANTE DIELECTRICA

Enzima Medio A Medio C Medio D Medio E

LDH 100 179 385 55
MDH 100 213 371 59
ADA 100 141 260 75
GAH 100 222 481 69
PNP 100 152 294 58

Proteína 100 184 320 93

(0,148 mg/rnl)
%ácidosnucleicos 5,0 3,0 2,1 6,3

Pesohúmedo de MC

(g/gtejido) 0,0576 0,0949 0,1330 0,0587

Arelativade los MC

a280nm(a) 100 172 295 83

'Loscerebros de rata se homogeneizaron en cuatro medios distintos A, B, C y D (véase tabla XXXVII). La relaci6n de

homogeneización fue de 6,5 rnl/g y las respectivas fracciones se obtuvieron según el método habitual ( véase 4.3). Los

microsomasseparados se lavaron tres veces con el medio A y se trataron, a continuación, con desoxicolato 0,075 %

(p/v)enA. Las actividades enzimáticas se determinaron en el sobrenadante después del tratamiento con desoxicolato.

Losresultados son comparativos y se asignan los valores de 100 para los MC aislados en A. El porcentaje de ácidos

nucleicosse determin6 según el método de Warburg'y Christian (1941).
(a)Lasuspensi6n de MC en la que se determinó la absorbancia a 280 nm fue la del tercer lavado con el medio A •
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dieléctrica 78) y con el medio B de urea (cte. dieléctrica

82). Las diferencias observadas no pueden ser debidas, exclu­

sivamente, a la variación de la constante dieléctrica del me­

dio,
..

ya que el orden es distinto; los rendimientos de sepa-

'ración no son paralelos con el de los valores de aquéllas.

Tampoco se puede explicar la dife�encia en los resultados,

exclusivamente, por la distinta densidad o viscosidad de los

medios en que se ha efectuado la homogeneizaci6n. Puede suge­

rirse que al aumentar la densidad del medio, el sobrenadante

post - mi tocondrial es más rico en MC (por ser menos abundan­

te la precipitación que se efectuó a 12.500 x g, 30 ::nin en la

forma habitual -véase. 4.3-); no obstante, la diferencia de

densidad en los cuatro medios es mínima (entre 1,0320 del

medio E y 1,0740 del medio D). Así pues, el mayor rendimien-
- ,

to cuantitativo que se obtuvo con el medio D con dimetilsul­

f6xido (DMSO) puede ser consecuencia de las acciones concer�

tadas que se han comentado anteriormente y de un efecto espe­

cífico, del DMSO, distinto al de los demás medios y que se

discutirá posteriormente. La proporci6n de ácidos nuc1eicos

que apar�ce en el sobrenadante tras el tratamiento, con deso­

xico1ato, fue menor (2 %) cu.ando se obtuvieron los microsomas

en el medio D (con DMSO) , la proporción, varia con el medio

de homogeneizaci6n empleado y aumenta (D, C, A y E) .en elmis­

mo orden en que disminuye la cantidad de micro somas separados

(Tabla XXXVIII).

"

•

r:
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OBTENCION DE MICROSOMAS EN MEDIOS DE

DIFERENTE CONTENIDO EN DIMETILSULFOXIDO

La separación de la fracción microsomal en medios que con­

tienen DMSO proporcionan rendimientos más elevados. Se ha

tratado de comprobar aqui si la presencia de dimetilsulfóxi­

do (DMSO) induce alteraciones permanentes en los componentes

de la fracción particulada. Para ello se llevaron a cabo los

experimentos que a continuación se descriqen.

Efecto de la variación de la concentración
==========================================

Se partió de cinco fracciones de tejido cerebral de 5 g ca�

da una. Cada fracción se homogeneizó c'on los medios que se

describen a continuación:

D 1 : Tris (50 mM) - ED-TA (1 mM)- HCl de pH 7,4

D 2 : 100 mI de DI + 25 mI de DTJISO, pH 7,4

D 3 : 100 mI de DI + 50 mI de DMSO, pH 7,4

D 4 : 100 mI de DI + 75 mI de DMSO, pH 7,4

D 5 : 100 mI de DI + ioo mI de DMSO, pH 7,4

La homogeneización y la posterior obtención de los microso-

Las cinco fracciones microsomales se lavaron tres veces con

h
I
�,
,

!�

;
I

mas se efectuó a 0-4 QC por el método habitual (véase 4.3).

el medio A y se suspendieron, después, con 20 mI de desoxico­

lato 0,075 % (p/v) en A. En los sobrenadantes obtenidos tras

los tratamientos respectivos con el detergente, y en las cin­

co fracciones solubles obtenidas (previa filtración en gel de

Sephadex G -25 equilibrado con A), se determinaron las activi-
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dades de los enzimas LDH y GAH. Se midió la absorción a 260

y a 280 nm de las cinco suspensiones de microsomas en el

tercer lavado con el medio A, y en la suspensión posterior de

los microsomas en desoxicolato 0,075 % (p/v) en A.

En las cinco distintas f'r-ac c í.one s solubl.es obtenidas, se

pone de manifiesto �ue la actividad LDH fue disminuyendo al

aumentar la concentración de DMSO; la actividad GAH también

disminuyó al aumentar la concentración de DMSO pero en menor

medida que la LDH (Tabla XXXIX).

Los valores de la figura 17 demuestran �ue la cantidad de

micro somas obtenidos aumentó con la concentración de DMSO •

Las actividades LDH y GAH liberadas de los microsomas, la ab­

sorbancia a 280 nm de tales microsomas y su peso húmedo,
aumentan al elevar la concentración de DMSO. Al representar

tales valores frente a la concentración de DMSO, se observa,

en todos los casos, �ue la dependencia no es lineal con res­

pecto a la concentración de DMSO (Figura 17), sino �ue el

aumento de las actividades liberadas así como la cantidad de

microsomas obtenidos es "�uasi" exponenecial.

La dependencia que se ob s e r'va entre la concentración de

DMSO y el rendimiento en la obtención de la fracción microso­

mal ponen de relieve la existencia de interacciones .entre el

:QMSO y ,l�s part fcuLa s , cuya naturaleza es, por- e'l momento,':

desconocida; igualmente, 'se desconoce si las interacciOnes

entre el DMSO y-las membranas es r-ever-s í.b l.e o
� - .....

fl
l'
I
I

I
,�
...

�



TABLA xxnx

ACTIVIDADES LDH y GAH DE LA FRACCION SOLUBLE DE CEREBRO DE RATA OBTENillA POR HOMOGENEIZACION DEL

TEJIDO EN MEDIOS DE DISTINTA CONCENTRACION DE DMSO

Enzima Medio D1 Medio D2

pcat/g tejido

Medio D3 Medio D4 Medio D5

LDH 1,73 1,86

0,016

1,78

0,016

1,48

0,016

1,06

GAH 0,017 0,014

Loscerebros de rata se homogeneizaron en cinco medios distintos. En el medio D1 el DMSO estaba ausente; en los

demásmedios, la cantidad de DMSO fue aumentando hasta que en el medio D5 fue de 50% (v/v) en el medio D1 (véase

-5.4.1.3.1). Las respectivas fracciones solubles se obtuvieron según el método habitual {véase 4.3).Las activida­

desenzimáticas -se determinaron después de filtrar en gel de Sephadex 0-25 equilibrado con el medio D1. Los re­

sultadosse expresan en pcat/g tejido.



(g/g tejido)
200

A

(280nm)

200

peso

100

0,1 DMSO (V(DMSO)/Vtotal)0,2

LDH

200

100

0,1 0,2 (V(111SO)/Vtotal)11180

100

�

DM80 (V(DM8O)/Vtotal)0,1 0,2

GAH

200

100

0,1 IM80 (V(DM8O)/Vtotal)0,2

FIGURA17.-CANTIDAD DE MICK>SOMAS y ACTIVIDADES LDH Y GAH LIGADAS A ELLOS EN EXPERIMENTOS EN LOS QUE VARIO LA CON­

CENTRACIONDEDM8O.- Los cerebros de las ratas se homogeneizaron con medios preparados por mezcla de DM80 con el me­

dioDlconstituido por Tris(50 rnM)-EDTA(lrnM)-HCl de pH 7,4 • Los microsomas aislados (véase 4.3) se lavaron tres ve­

cesconA.Laabsorbancia a 280 nm se determin6 en las suspensiones en el tercer lavado con A. Los respectivos "mi­

crosomaslavados" se pesaron y se trataron con desoxicolato 0,075 %. Las actividades LnH y GAH se deternunaron en

lossobrenadantes tras el tratamiento con desoxicolato. &� ordenadas se eA�resan unidades arbitrarias.
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5.4.1.3.2 Reversibilidad de la acción del DMSO en la
==========================================

A fin de establecer si las interacciones del DMSO sobre la

fracción de microsomas son reversibles, se han efectuado diver-

sos experimentos.

Se partió de tres muestras de 6, 6 y 12 g de tejido cere -

bral. La primera se homogeneizó con 36 mI del medio A habi -

tual; la segunda se homogeneizó con 36 mI del medio A habi -

tual y la tercera se homogeneizó con 72 ml, del medio D 5 des­

crito anteriormente (véase 5.4.1.3.1). Al primer homogeneiza­

do se le añadieron 36 ml, "de D 5 y se obtuvo el homogeneizado

denominado A + D. Al segundo homogeneizado se le añadieron 36

ml, de DMSO y se obtuvo en conjunto, un medio similar al D 5 ;

se le as í.gné la denominación de medio A + DMSO .. Del tercer ho­

mogeneizado se hicieron dos alícuotas; a la primera se le

.añadí.er-on 36 ml, de A y se obtuvo la porción denominada D + A;

a la segunda se añadieron 36 m'l de D 5 y se obtuvo la porción

denominada D + D. La adición de los homogeneizados se efectuó

a O - 4 ºC gota a gota y con agitación contínua. El esq_uema

de las operaciones descritas aparece en la figura .18.

A partir de las �atro suspensiones, se obtuvieron las cua­

tro fracciones microsomales correspondientes por el método

habitual (véase 4.3). Las distintas fracciones microsomales

se lavaron tres veces en el medio A y finalmente se trataron

con 20 mI de desoxicolato 0,075 % (p/v) en A. Se determina­

ron las actividades de los enzimas, LDH, MDH, ADA, GAH Y PNP

en las cuatro fracciones solubles (previa filtración en gel de

Sephadex G - 25 eq_uilibrado con A) y en los cuatro sobrenadan­

tes obtenidos tras el tratamient6 con· el detergente. Los re­

sultados obtenidos se compararon con los q_ue se obtuvieron en

los exper-Lmerrt o s habituales de aislamiento de microsomas ya
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12 g cerebro 6 g cerebro 6 g cerebro

HOMOGENEIZACION HOMOGENEIZACION HOMOGENEIZACION

72 mI de D 5 36 mI de A 36 m.L de A

2 alícuotas 4- 36 ml. DMSO 4- 36 mI D 5

/"" 1 14- 36 m.L A 36 mI D5

� t Medio A 4- DMSO Medi-o A4-D

Medio D4-A Medio D4-D

descritos (véase 5.2.5 y tablas XIII - XVI) Y se muestran en

las tablas XL y XLI.

FIGURA 18. - ESQUEMA DE OBTENCION DE HOMOGENEIZADOS EN EL

EXPERIMENTO EFECTUADO PARA DEMOSTRAR LA REVERSIBILIDAD DEL

EFECTO CAUSADO POR EL DMSO EN LA OBTENCION DE MICROSOMAS

(Véasa 5.4.1.3.2)

Los resultados indican que la acción ejercida por el DMSO

es parci almente r-ever-s í.b'l.e , Así, cuando al homogeneizado pre­

parado con v ml, de A se le añaden v ml, del medio D 5 o v ml,

de DMSO, aumenta la cantidad de microsomas que se separan y

paralelamente la cantidad de actividades enzimáticas (por g

de tejido) liberadas de ellos, si se comparan con los valo­

res obtenidos habitualmente tras una homogeneización con A.

No obstante, en ninguno de los dos casos comentados, se se­

para la cantidad de microsomas, ni se libera la actividad de

los enzimas asociada_a los mismos, que tiene lugar al homo­

geneizar el tejido cerebral con el medio D5. Recíprocamente,
cuando al homogeneizad o efectuado con v ml, del medio D 5 se le

añaden v ml de A, la -cantidad de microsomas separados y las

actividades enzimáticas asociadas son menores que cuando.el



TABLA XL

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LA FRACCION SOLUBLE DE CEREBRO DE RATA OBTENIDA AL VARIAR LA CONCENTRACION DE

DMSODEL MEDIO DESPUES DE HOMOGENEIZAR EL TEJ IDO EN MEDIOS CON ° SIN DMSO

Enzima A A+D

pcat/g tejido

A + DMSO D+A D+D

LDH 1,2 1,7 1,0 1,6 1,0

MDH 2,2 2,3 1,7 2,5 2,1

ADA 0,0016 0,0015 0,0014 0,0018 0,0014

GAH 0,014 0,017 0,013 0,016 0,012

PNP 0,006 0,007 0,006 0,007 0;006

Elesquema de obtenci6n de los distintos homogeneizados, antes de ser sometidos a centrifugaci6n diferencial, se

muestraenla figura 18. La fracción soluble se obtuvo a partir de cada homogeneizado, según el método habitual (véa­

se4.3).La determinación de actividades enzimáticas se efectu6 después de filtrar en gel de Sephadex G-25 equilibra­

doconelmedio A. Los resultados se expresan en pcat/g cerebro.



, TABLA XLI

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS DE LOS MICROSOMAS SEPARADOS AL VARIAR LA CONCENTRACION DE DMSO DEL MEDIO

DESPUES DE HOMOGENEIZAR EL TEJIDO EN MEDIOS CON O SIN DMSO

Enzima A A + D A + DMSO D+A D+D

pp 10.000 pp 10.000 pp 10.000 pp 10.000 pp 10.000

86 145 437 317 861

61 162 464 253 748

70 103 233 196 490

71 94 243 178 467

83 105 285 237 549

LDH

MDH

ADA

GAH

PNP

Arelativaa

280nm(a) 100 177 659 369 1104

Elesquema de obtención de los distintos homogeneizados se muestra en la figura 18. A partir de cada homogeneiza­

do,lafracción microsomal se ·obtuvo según el método habitual (véase 4.3). Los MC se lavaron tres veces sucesivas

conAyse trataron con desoxicolato 0,075 % (p/v) en A. La determinación de las actividades enzimáticas se llevó a

caboenel sobrenadante después del tratamiento con desoxicolato. Los resultados se expresan en pp 10.000 de acti­

vidadliberada de los micro somas correspondientes a 1 g de tejido respecto a la actividad de cada enzima en la

fracciónsoluble (véas� pie tabla XIII)
(a)Lasuspensión de MC en la que se efectuó la determinación de la absorbancia a 280 nm fue la del tercer lava-

doenA.Resultados comparativos.:Valor 100 a la absorbancia de los MC aislados en el medio A.
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homogeneizado se prepara en el medio D5 • A pesar de la dis­

minución observada, las cantidades obtenidas (microsomas y

actividades enzimáticas asociadas) son superiores, comparati­

vamente, a las que se obtienen cuando se usa el medio A. Por

tanto, con el medio A se obtienen, comparativamente, menor ,

cantidad de microsomas que con el medio D5, con el que la

cantidad es muy superior. Después de homogeneizar con A (o
con TI- 5) , si varía la composición del medio, para que sea

más parecido a D 5 (o a A) no se obtuvieron nunca una cantidad

de microsomas, tan elevada (o tan pequeña), como las que se

obtuvieron con D 5 (o con A).
.1

Así pues, parece que el DMSO, además de ejercer su acción

cuando se añade a un homogeneizado ya obtenido, la ejerce

también, de forma más efectiva,durante el proceso de homoge­

neización.

En la tabla XL se demuestra que las actividades enzimáti-

cas que aparecen en la fracción soluble no varían, substan­

cialmente, al variar el medio de homogeneización utilizado.

Si bien hay una ligera disminución de la actividad de todos

los enzimas al aumentar la cantidad de DMSO usada, la LDH

es la que muestra una disminución más acusada. La LDH y la lVIDH

se liberan, comparativamente, en nayor cantidad que el res­

to de los enzimas de los micro somas separados en presencia

de concentraciones crecientes de DMSO. Este fenómeno no es

fácilmente explicable aunque hay que destacar el hecho de

que las formas enzimáticas de LDH y de lVIDH, que se liberan

de los microsomas separados de medios que contienen DMSO,

son las mismas y en 'proporción análoga a. las que "se libEú:'an

d� los mí.cr-o soma s separados· :en e-el' me.d.í,o A habitual' (VéE¡,se

5.4.2.3.2).
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COMPARACION DE LOS MIJROSOMAS SEPARADOS

CON y SIN DMSO

Para establecer si los microsomas aislados en ausencia

de DMSO difieren de los que se separan cuando el medio de ho­

mogeneización contiene el reactivo, se analizó de forma com­

.parativa la presencia de enzimas marcadores de orgánulos

subcelulares en los microsomas separados por ambos procedi­

mientos.

�g�����=������g���=��=g�E�g��g�
subcelulares
============

Se homogeneizaron dos porciones, de 4 y 9 g de tejido cere­

bral, respectivamente, con 25 ml, del medio D 5 y con 55 mI del

medio A. La separación de la fracción microsomal se llevó a

cabo de _la manera habitual (véase 4.3). Las dos fraccionesmi­

crosomales obtenidas se lavaron tres veces con el medio A y

posteriormente se trataron con 20 m.l de tritón X-lOO, 0,1 %

(v/v) en A, por espacio de 90 min y con agitación 'contínua. En

los dos sobr-enadarrt e s , tras separación de los microsomas tra­

tados con el detergente, y en las dos fracciones solubles

(filtradas a través de gel de Sephadex· G - 25 equilibrado con

A) se determinaron las actividades LDH, MDH� glutamato deshi­

drogenasa (GDH) , catalasa, NADPH - ci tocromo e reductasa, fos­

fatasa ácida, glucosa - 6 - fosfatasa . y tiamín pirofosfatasa.

Para determinar la actividad 5'N se realizó un experimento

análogo omitiendo la presencia del EDTA en las disoluciones

que se usaron. Los resultados promedio obtenidos en dos expe­

rimentos análogos se muestran en las tablas XLII y XLIII.

Las'actividades de los enzimas marcadores presentes 'en la

fracción soluble indican que éstas son bastante independien-
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TABLA XLII

ACTIVIDADES DE LOS ENZIMAS MARCADORES DE ORGANULOS SUBCELU­

LARES EN LA FRACCION SOLUBLE DE CEREBRO DE RATA AISLADA

CON ° SIN DMSO

Enzima p-cat/g cerebro

GDH

MEDIO A MEDIO D 5

Catalasa

NADPH-cit c reductasa

Fosfatasa ácida

Glucosa - 6 - ,fosfa­

tasa (a)
Tiamín pirofosfata­

sa (a)

5'N (b)

0,0054±0,0007
0,99 ± 0,04

.L
0,0003..:. 0,0001

0,009 ± 0,001
'

'.lo

0,008:. 0,002

0,95.±0,Ol
0,0003 ± 0,0001

0,009 ± 0,001

J.
0, 057 � 0,005 0,028 ± 0,004

0,0007 ± 0,0001
.L.

0,0008 � 0,0002

Proteína

mg/g 1.8,8 14,3

Los cerebros se homogeneizaron alternativamente en el medio

A, exento de DMSO, y en el medio D 5, con DMSO 50 % (v/v) (véa­
se 5.4.1.3.1). Las respectivas fracciones solubles se obtu­

vieron según el método habitual (véase 4.3). La determinación
de las actividades enzimáticas se efectuó después· de filtrar
las disoluciones en gel Sephadex G - 25 equilibrado con A. Los

resultados se expresan en rcat/g tejido; son el promedio de

dos experimentos análogos.

Ca) Las actividades glucosa - 6 - fosfatasa y tiamín pirofos­
fatasa son poco significativas debido a la poca sensibilidad

del método y a la baja actividad de estos enzimas en cerebro.

(b) Cuando se determinó la actividad 5'N, se repitió el ex­

perimento omitiendo el EDTA de los medios utilizados.
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TABLA XLIII

ACTIVIDADES DE LOS ENZIMAS MARCADORES DE ORGANULOS SUBCELU­

LARES LIBERADAS DE LA FRACCION MICROSOMAL AISLADA. CON O

SIN mlIso

Enzima p.cat/g cerebro

MEDIO A MEDIO D 5

GDH

Catalasa

NADPH-cit c reductasa

Fosfatasa ácida

Glucosa-6-fosfata-

sa (a)
Tiamín pirofosfa­

tasa (a)

5'N (b)
LDH

MDH

0,00023 ± 0,00005
lo

0,0007 .:. 0,0002

O O
e

0,00053 ± 0,00005
lo

0,0013 .:. 0,0001

0,00058 ± 0,00003 J._
0,0023.:. 0,0002

lo
0,0063.:. 0,0003

lo
.

0,024 .:. 0,003

O � 00040 ± O � 00005

0,00038 ± 0,00004
lo

0,026.:. 0,002
. .

0,036 ± 0,003

lo

0,0015 .:. 0,0004

0,00109 ± 0,00008
lo

0,10.:. 0,01

0,16 ± 0,01

Proteína

mg/g cerebro .0,949 3,864

Los cerebros se homogeneizaron alternativamente en el medio

A, exento de DmSO, y en el medio D5, con DMSO 50 % (v/v) (véa­
Se 5.4.1.3.1}. Las respectivas fracciones microsomales se se­

pararon según el método habitual (véase 4.3). Los microsomas

se lavaron tres veces sucesivas con el medio A y, a continua­

ción, con tritón X-lOO, 0,1 % en el medio A. Las actividades
enzimáticas y el contenido en proteína se determinaron enlos

sobrenadantes ,después del tratamient� con el detergente. Los

resultados se expresa� en p.cat/g; corresponden al promedio de

dos experimentos análogos.

(a) Las actIvidades glucosa - 6 - fbsfatasa y tiamín pirofos­
fatasa son poco significativas debido .a la poca sensibilidad

del método y a la baja actividad de estos enzimas en cerebro.

(b) Cuando se determinó la actividad 5'N se hizo en la sus­

pensión de microsomas y omitiend� .el EDTA de los medios uti­

lizados.
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tes del medio de homogeneización usado, ya que no variaron

substancialmente de un medio al otro (Tabla XLII).

La cantidad de microsomas aislados al homogeneizar el teji­

do en el medio D 5 es mayor y se observa un incremento parale­

lo de las actividades de los enzimas marcadores liberadbs en

comparaci6n con los microsomas procedentes de la homógeneiza­

ción del tejido en el medio A.

Aunque hay ligeras diferencias, al comparar las actividades

liberadas de los microsomas que se obtienen en uno y otro me­

dio de homogeneizaci6n, no se observa una variacfónsignificati­

va de unos enzimas con respecto a otros. Se puede concluir.
.

que, el aumento cuantitativo de la fracción microsomal obteni-

da al.homogeneizar en tejido en el medio D5, en principio, no

se debe a que aquella fra.cción contenga preferentemente algún

tipo concreto de orgánulo subcelular.

PROPIEDADES FISICAS DE LOS MICROSOlVIAS

Con objeto de conseguir el subfraccionamiento de los micro­

somas obtenidos por homogeneización del tejido cerebral de

rata en medios que contengan o no DMSO, se sometieron los

microsomas a tres técnicas de separación distintas: la cen­

trifugación isopícnica, el enfoque isoeléctrico y la filtra­

ción en gel. Las características estructurales de los micro­

somas se observaron con ayuda del microscopio electr6nico

(ME) •
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5.4.2.1 DENSIDAD DE FLOTACION. ULTRACENTRIFUGACION

ISOPICNICA EN PERCOLL

�ara com�robar la homogeneidad o heterogeneidad de los micro­

somas de cerebrd de rata encuanto a su densidad de flotación,
se sometieron a experimentos de centrifugación isopícnica
en "Percoll".

5.4.2.1.1 �����������!�����g�=��g�������=��=������g�
����g�g�����=g������g�=gg�=�=���=����

Los experimentos previos demostraron que el tampón tris o

el EDTA incorporados al medio A, provocan la aparici6n de una

interfase en el tubo de centrífuga, análoga a la que aparece

cuando los tubos de centrífuga no están bien equilibrados

(H. Shayn -Pharmacia Fine Chemicals- Comunicaci6n personal).
Debido a ello, se prescindió sistemáticamente del tampón tris

y del EDTA y se trabaj6 con sacarosa 0,28 M al efectuar las

centrifugacionEis isopícnicas. También se estableci6 que la

concentración de Percoll más adecuada en estos experimentos

es del 10 %, preparada a partir de la disoluci6n stock de

Percoll suministrada por Pharmacia Fine Chemicals.

Se obtuvieron las fracciones microsomales correspondientes

a 9 g de cerebro homogeneizados en ausencia de DMSO (100 mI

del medio B) y a 4 g de cerebro homogeneizados en presencia

de DMSO (40 ml. de DMSO 50 % (v/v) en el medio B, ajustado a

pH 7,4). Los microsomas así obtenidos se sometieron a dos la­

vados sucesivos con 40 mI de sacarosa 0,28 M. Los residuos de

ambos tipos de MC, una vez lavados, se suspendieron en 50 mI

de sacarosa 0,28 M. Se tomaron 45,5 mI de la suspensi6n y se

les añadió 4,5 mI de Percolle Paralelamente se confeccionaron
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dos blancos idénticos, por mezcla de 45,5 ml de sacarosa 0,28
M Y 4,5 ml de Percolle Las cuatro disoluciones se pusieron en

tubos de ultracentrifuga correspondientes al rotor 35 FA Y se

centrifugaron a 25.000 rop.m., 1 h.

Los resultados fueron análogos para los microsomas separados

por los dos procedimientos; se obtuvo una única banda, ancha,

que corresponde a tales orgánulos. La banda se extendió entre

0,9 y 1,2 cm del menisco, cuando los microsomas se obtuvieron

en ausencia de DMSO, y entrB 0,7 y 1,4 cm del menisco para

los microsomas separados en presencia de :_DMSO.

La e Luc í ón de todas las disoluciones sometidas a centrifu­

gación se efectuó en 23 tubos de 2,2 ml en los que se deter­

minaron las actividades LDH y 5·'N Y la absorción a 280 YlJIl. En

los cOLtroles se determinó el índice de refracción asi COffiO

la absorción a 280 nm. Se determinÓ la absorción a 280 nm de

los controles, ya que el Percoll absorbe a esta longitud de

ond�; a fin de restar la absorción debida al Percoll para

determinar el perfil de absorción de los microsomas. Los re­

sultados se muestran en las figuras 19 y 20. En ellas se pone

de manifiesto la analogía entre las dos fracciones microsoma­

les; también se demuestra que los microsomas se agrupan en

una única, aunque amplia, zona del tubo. En experimentos rea­

lizados con concentraciones de Percoll del 30 % , los resul­

tados fueron similares, aunque ·la zona en que se agrupan los

microsomas es más reducida. La mayor activida.d 5'N coincide

con la banda de microsomas, mientras que aunque existe un pi­

co de actividad LDH coincidente con la banda de microsomas,

hay una elevada actividad LDH próxima al f�ndo de los tubos de

centrífuga. Este fenómeno se debe, muy probablemente, a la

existencia de fragmentos de membrana, de mayor densidad que el

resto de microsomas, ·procedentes de ruptura de vesículas y

a los cuales pueda hallarse unida la LDH •.Rl hecho guardaría
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FIGURA19.-ULTRACENTRIFUGACION lSOPICNICA EN PERCOLL (10%) DE SUSPENSIONES DE MICROSOMAS OBTENIOOS EN AUSENCIA DE

DMSO.Losmicrosomas se obtuvieron en el medio B y en la forma habitual (véase 4.3). El. residuo se lav6 dos veces con

sacarosa0,,28M. 45,5 mI de la suspensf.én se mezclaron con 4,5 ml, de Per-co.Ll j el conjunto se centrifug6 a 25.000 rpm
1h.Laeluci6n se efectu6 desde el fondo del tubo (rotor 35 FA) Y se recogieron fracciones de 2,2 mI en las que se

determin6laabsorbancia a 280 nm y las actividades LDH y S'N. El. índice de refracci6n y la absorci6n e 2RO nm debida
alPercollsemidieron en las fracciones recogidas de los tubos control en los que en lugar de la suspdn�i�n de MC

seañadieron45,5 mI de sacarosa 0,28M. Los resultados fueron similares para dos parejas de tubos de igual contenido.
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FIGURA20.-UL1'RACENTRIFUGACION ISOPICNICA EN PERCOLL (10%) DE SUSPENSIONES DE MICROSOMAS OBTENIOOS EN PRESENCIA DE

DMSO.Losmicrosomas se aislaron en un medio de 114SO 50%{v/v) en'B yen la forma habitual (véase 4.3). El. residuo se

Lavédosveces con sa�á.rosa O,28M y se resuspendi6 en el mismo medio; 45,5 ml, de la suspensd.dn se mezclaron con '4,5
mIdePercoll; el conjunto se ultracentrifug6 a 25.000 rpm lh. La eluci6n se efectu6 desde el fondo del tubo de cen­

trIfuga(Rotor 35FA) y se re�ogieron fracciones de 2,2 mI. El resto de operaciones fueron an�logas a las especifica-,
dasenlafigura 19, asimismo, para la suspensi6n de Me y para el control, 'se desarrol16 el experimen�o en dos pare­

jasde,tubos confeccionados de forma an�loga y en los que los resultados fueron pr�cticamente iguales.
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semejanza con lo observado (Fernández-Santos 1978) al separar

la'fracción mitocondrial cruda en medio de sacarosa 0,25 M,

cuyos orgánulos liberan LDH al ser tratados por medios de

fuerza iónica creciente (hasta NaCl 0,15 M). Debe tenBrsepre­

sente, además, que cuando las vesículas microsomales se tra­

tan con desoxicolato, la liberación de LDH es muy considera­

ble (véase 5.2.5).

�������g�����g�g��g=����é�����=��=�g�=����g­
�����=�����g���=�g=�g�=�gg��g�������=�g��-
mitocondriales
--------------
--------------

había logrado la separación en un medio en que la concen-

A fin de comprobar si el lavado de los micro somas provoca

variaciones en su densidad de flotación, se efectuó un experi­

mento similar al descrito anteriormente, pero con el sobrena­

dante post-mitocondrial. Ello se pudo efectuar debido a que se

tración de Percoll fue sólo del 10 % •

Se tomaron 24 g de cerebro de rata que se homogeneizaron con

sacarosa 0,28 M Y se centrifugó a 12.500 x g, 30 n í.n , Se toma­

ron dos alícuotas de 45 mI del sobrenadante y se les añadie­

ron 5 mI de Percoll a cada una, de modo que la proporción de

reactivo fue del 10 % • Las dos disoluciones así preparadas y

los dos blancos (45 mI de sacarosa 0,28 M Y 5 mI de Percoll)
se centrifugaron en tubos del rotor 35 FA a 25.000 r.p.m., lh.

La elución se efectuó en 18 tubos de 2,8 mI cada uno y se

determinó la actividad 5'N. No se determinó la actividad LDH

de los eluídos ya que no pueden observarse diferencias signi­

ficativas, dada la elevada actividad LDH en la fracción solu­

ble que enmascara la actividad LDH ligada a los microsomas.
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En los controles se determinaron el índice de refracción y

la absorción a 280 nm, al igual que en el experimento ante­

rior. La determinación de la actividad 5'N permitió identifi­

car los microsomas tal como se observa en la figura 21; los
/

resultados expuestós en ella son análogos a los que aparecen

en las figuras 19 y 20. De todo ello se deduce que, si 'se con­

sideran las densidades de flotaci6n, los micro somas no sufren

grandes alteraciones por los lavados sucesivos con sacarosa

0,28 M. Análogamente, puede suponerse que si los lavados se

efectuan en el medio A, los microsomas tampoco experimentarán

alteraciones apreciables; no obstante, no se ha podido demos­

trar la suposición, ya que el tris o el EDTA interfieren en

la centrifugación isopícnica.

5.4.2.2 TAMAÑO DE PARTICULA. FILTRACION EN GEL DE

EXCLUSION MOLECULAR (SEPP�.ROSE CL 4B)

Para determinar la homogeneidad de los micro somas en cuan­

to a su tamaño de partícula, se sometieron a filtración en gel

de Sepharose CL 4B en una columna (2,6 x 64,8 cm) de 344 m.l de

volumen, aproximadamente. A esta columna, equilibrada con el

medio correspondíente, se le aplicaron 7 mI de la suspensión
de partículas en el medio de equilibrado.

Antes de proceder a la filtración de las suspensiones de

partículas microsomales, se aplicaron a la columna,equilibra­

da con el medio B, 7 ml, de dicho medio que contenían 2 mg/ml
de fosfato de piridoxal , 2 mg/ml de azul de dextrano y 2 mg/ml
de seroalbumina bovina� El orden de elución fué el siguiente:

el azul de dextrano en el mI 131, el fosfato de piridoxal en

el mI 322 y la seroalbúmina bovina en una zona ancha que deno-
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FIGURA21.-ULTRACENTRlFUGACION lSOPICNICA EN PERCOLL DE SOBRENADANTES POST-MITOCONDRIALES OBTENlDO&,EN AUSEN­

CIA DE DMSO. Los sobrenadantes po st-rnitocondriale s se obtuvieron por homogenizaci6n de los cerebros

de rata en sacarosa 0,28 M Y posterior centrifugaci6n a 12.500 x g, 30 mino 45 ml del sobrenadante

post-mitocondrial se mezclaron con. 5 ml de Percoll; el conjunto se ultracentrifug6 a 25.000 rpm,
1h. La eluci6n se efectu6 desde el fondo del tubo de ultracentrífuga (Rotor 35 FA) Y se recogieron
fracciones de 2,8 rnl en las que se determin6 la actividad S'N. El índice de refracci6n se determin6
en las fracciones recogidas de los tubos control en los que, en lugar del sobrenadante post-mito -

condrial, se añadieron 45 mI de sacarosa 0,28M. Para el sobrenadante post-mitocondrial y para el

control, se desarrol16 el experimento en dos parejas de tubos confeccionados de forma an�loga y en

los que los resultados fueron pr�cticamente iguales.
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tó interacciones específicas de la proteína con el gel. Pos­

teriormente se aplicaron 7 mI del medio B conteniendo 2 mg/ml
de azul de dextrano y 2 mg/ml de ferritina; la elución del

azul de dextrano de produjo al recoger el mI 135 y la de la

ferritina a los 245 mI.

Después de cada suspensión de micro somas aplicada a la colum­

na, la elución se llévó a cabo con 400 mI del medio de equili­

brado , seguidos de 400 mI del medio B que era a la vez, 1 M

en NaCl. La. elución con el medio de elevada fuerza iónica se

efectuó para comprobar la posible retención de MC o de activi­

dades' enzimáticas en su paso a través de la columna.

5.4.2.2.1 Filtración de los residuos microsomales lava-
============================================

En las fracciones de 4,3 mI recogidas, se determinaron las

actividades LDH, MDH Y 5'N y las absorciones a 280 nm (Figura
22) •

En un primer experimento, se llevó a cabo la filtración del

residuo de microsomas lavados dos veces con el medio B, con

el que también se había equilibrado la columna. La suspensión
de microsomas aplicada,_ diluida 1 :: 50 en el medio B, mostra­

ba una absorción a 280 nm de 0,234 A, Y contuvo 0,047 U/mI de

5'N.

El pico de micro somas eluyó en el volumen de 135 mI, o sea,

cercano al de elución del azul de dextrano; de hecho, la elu­

ción de los micro somas comienza entre 2 y 3 mI antes del volu­

men de elución del azul de dextrano (figura 22 a).
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FIGURA 22.- FILTRACION DE RESIDUOS HICROSOMALES LAVADOS, EN GEL DE SEPHAROSE CL 4B EQUILIBRADO CON MEDIOS DE BAJA
FUERZA IONICA.- Columna K-26 (Pharmacia). Volumen de lecho 344 mI. Columna equilibrada en el medio B. La aplica _

ci6n consisti6 en MC separados en el medio B, lavados dos veces con B y suspendidos en B.

FIGURA 22 a.- ELUCION EN EL MEDIO B. La eluci6n se efectu6 con 400 mI del medio B. Fracciones de 4,3 ml. Activi­
dades LDH, MDH Y SIN. Proteína : absorbancia a 280 run.
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22 a), se continu6 con 400 mI del medio B conteniendo NaCI 1M. Fracciones de 4,3 mI. Actividades

LDH y MDH. Proteína: absorbancia a 280 nm.
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En los resultados que se muestran en la figura 22 a se reve­

la que los microsomas eluyen en un pico que coincide con los

picos de actividad LDH, MDH Y 5'No Si la filtración se efec­

túa con la columna equilibrada en el medio A y los microsomas

suspendidos en el medio A, los resultados son similares a los

de la figura 22, aunque debido a la presencia de EDTA no se

puede determinar la actividad 5'N. En estas condiciones, el

volumen de elución de los microsomas es de 135 mI.

Los resultados de la figura 22 a demuestran,- también, que

la unión de los enzimas LDH y MDH a las membranas microsoma­

les, no es una consecuencia del método de separación, ya que

las actividades enzimáticas LDH y MDH no ligadas a los micro­

somas se eluyen a volúmenes comprendidos entre 250 y 300 mI,

mientras que en el volumen de elución de los microsomas (en­
tre 125 y 150 mI) eluyen las actividades LDH y MDH ligadas a

ellos. La 5'N no muestra un comportamiento paralelo al de LDH

y MDH; la diferencia observada se basa en que la actividad.

5'N que se libera al .tratar los microsomas con medios que no

contienen tensoactivos es muy reducida. Por esta raz6n, no fue

posible determinar la pequeña actividad 5'N que existe, proba­

blemente, en el volumen de elución y que corresponde al enzi­

ma solubilizado de las membranas microsomales.

En la figura 22 b, se muestran las actividades LDH y MDH

que se ponen de manifiesto por eluci6n con el medio B conte­

niendo NaCl 1M. Los resultados parecen indicar que ambos en­

zimas interaccionan con el soporte y quedan retenidos en la

columna cuando se ·-'efectúa la elución con el medio B. Otra

posibilidad es que los enzimas mencionados se hallen en los

microsomas que .í.n t er-acc Lonan con el soporte y permanecen re­

tenidos en el interior de la columna. En este último supues­

to, el NaCl 1M liberar!a las actividades LDH y MDH, pero los

microsomas quedarían retenidos.
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Despu�s de efectuar la elución con el medio B, que contie­

ne NaCl 1M, al practicar una elución posterior con cloruro

de guanidinio 4M no se libera·ninguna cantidad apreciable

de proteína por lo que no tiene lugar la liberación de los

MC retenidos.

5.4.2.2.2 Filtración de los residuos microsomales
---------------------------------------
---------------------------------------

��������=�g=�����g���=��=!�����=�gg���
moderada (NaCl ° 15 M)================�=====

Para comprobar si el yolumen de elución de los micro somas

era consecuencia de un retraso, debido a posibles interaccio­

nes electrostáticas con el soporte, se experimentó con el gel

equilibrado en el medio B que contiene NaCl 0,15 M.

Los microsomas, lavados dos veces con el medio B, se suspen­

dieron en el medio B conteniendo NaCl 0,15 M, para su aplica­

ción a la columna. La absorción a 280 nm de la aplicación de

microsomas, diluída 1:: 25 en el medio B, fue de 0,311 A , Y

contenía 0,034 U/mI de 5'N.

El pico de micro somas eluyó en el volumen de 136 mI, análogo

al volumen de elución de los microsomas aplicados a la colum­

na equilibrada en el medio B.

Las actividades enzimáticas LDH, MDH Y 5'N se determinaron

en las fracciones de 4,3 mI recogidas, así como también las.

absorciones a 280 nm.

Los resultados obtenidos (figura 23) son análogos a los de

la figura 22 y muestran picos de actividad LDH, MDH Y 5'N

coincidentes con -el pico de microsomas (Figura 23 a). También

se pone de manifiesto que las interacciones de los enzimas

LDH y MDH con los microsomas no son iónicas ya que, si fuese
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OolumnaK-26(Pharmacia). Volumen de lecho 344 mI. Oolunula equilibrada en el medio B conteniendo NaOl 0,15 M •

.Laaplicaci6n consisti6 en MO separados en el medio B, lavados dos veces con B y suspendidos en B conteniendo

NaOl0,15M•
.FIGURA23a.- ELUOION EN EL MEDIO B OONTENIENOO NaOl O,l5M. La eluci6n se efectu6 con 400 mI del medio B conte­

niendoNaOlO,15M. Fracciones: 4,3 mI. Actividades LDH, MDH y SIN. Proteína: absorbancia a 280 nm.
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así, se liberarían por completo al pasar las partículas por

la columna equilibrada con el medio B conteniendo NaCl 0,15 M

y toda la actividad' _LDH y MDH aparecería en el volumen de

eluci6n correspondiente a los enzimas libres, mientras que no

se detectarían las actividades mencionadas en el pico de los

microsomas (Figura 23 a). A fin de confirmar esta suposici6n
se determinaron los valores de actividad LDH y MDH de la sus­

pensi6n de micro somas aplicada a la columna, así como los de

las fracciones eluidas entre el mI 125 y el mI 154, reunidas

(Tabla XLIV).

Parte de las actividades LDH y MDH de la aplicaci6n de micro­

somas a la columna se han liberado de las membranas microsoma­

les (Tabla XLIV) y deben ser las que se eluyen a volúmenes al­

tos (Figura 23 a). Por otra parte, en los eluídos reunidos,

parte de las actividades LDH y MDH que se detectan se han li­

berado de las membranas , aunque esta liberaci6n es posterior

a su eluci6n ya- que si no fuese así, hubieran eluído a volú­

menes más elevados. La liberaci6n observada, puede ser debida

a un efecto de descomposici6n de los micro somas eluídos o a

que, al estar los microsomas más dil�idos (de 7 mI de aplica­

ci6n, se recogen 29 mI en los eluídos) la liberaci6n es más

favorable. La liberaci6n de la actividad LDH y MDH no escom­

pleta ya que los microsomas eluídos y-separados por centrifu­

gaci6n, siguen mostrando ambas actividades.

Las actividades LDH y MDH que se ponen de manifiesto por

eluci6n 'en el medio B conteniendo NaCl 1 M (Figura 23 b) pa­

recen confirmar las mismas hip6tesis formuladas en el aparta­

do anterior (véase 5.4.2.2.1).
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TABLA XLIV

ACTIVIDADES LDH Y MDH EN LA APLICACION DE MICROSOMAS y EN

LOS ELUIDOS DE UNA COLUMNA DE SEPHAROSE CL 4B

LDH(ncat/ml) MDH(ncat/ml}

Aplicación de MC 1,61 (100) 5,57 (100)

Sobrenadante de

la aplicación de MC 0,63 (39) . 3,40 (61)

Reunión de eluídos 0,68 (100) 1,32(100)
Sobrenadante de la

reunión de eluídos 0,44 (65) 1,03 (78)

Las actividades enzimáticas LDH y MDH se determinaron en la

suspensión de MC que se aplicó a la columna de Sepharose CL

4B (2.,6 x 64,8 cm) y en los eluídos reunidos. En ambas diso­

�uciQnes se determinaron las actividades, tanto en la suspen­

sión como en el sobrenadante que quedó después de separar los

microsomas por ultracentrifugación (1050000 x g, 90 min, rotor

35 FA, 4ºC). Los valores se expresan en ncat/ml y entre pa­

.réntesis se expresan los resultados comp�rativos, asignando

el valor 100 a las actividades de las suspensiones.

��=������=��=!�����=������=�1�����=i���1=1�J,
�g=�1�������=��=��J�=!�����=������

5.4.2.2.3 Filtración de residuos microsomales lavados
-------------------------------------------
-------------------------------------------

Con objeto de establecer el efecto que sobre los microsomas

ejercen los lavados con medios de fuerza iónica elevada, se

sometió a aquellos a dos lavados con el medio B e conteniendo
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NaCl 1.M antes de su aplicaci6n a la columna equilibrada con

el medio B.

Los micTosomas lavados dos veces, como se ha indicado, se

suspendieron en el medio B. La absorción a 280 nm de la sus­

pensi6n de microsomas, diluida 1:: 25 en el medio B, fue de

0,342 y contuvo 0,035 U/mI de 5'N.

Las actividades enzimáticas LDH, MDH Y 5'N se determinaron

en las fracciones de 4,3 mI recogidas, así como también las

absorciones a 280 nm.

Coincidiendo 'con el volumen de elución de los microsomas en

los dos experimentos anteriores (Figuras 22 a y 23 a) sa evi­

denció un pequeño pico de proteína, al que estuvieron asocia­

das pequeñas cantidades de actividad LDH, MDH '.y 5'N (Figura
24 a). Los resultados muestran; de forma inequívoca, que los

micro somas quedan retenidos en el interior de la columna.

Los micro somas retenidos no se liberan por elución con el

medio B que contiene NaCl 1M (Figura 24 b). La elución poste­

rior con clo.ruro de guanidinio 4 M no libera, tampoco, canti­

dades de proteína apreciables que hagan suponer que se libe­

ran los microsomas retenidos. Ello sugiere que el NaCl, cuan­

do actúa en concentraciones elevadas, modifica a los microso­

mas de tal manera que sufren interacciones fuertes con el so­

porte, probablemente de tipo hidrof6bico. Además, cuando los

microsomas quedan retenidos, el fenómeno no es reversible.

Ello conduce a sugerir que, la liberación de las actividades

LDH y MDH por elución, observada en experimentos anteriores,

con 'el medio B conteniendo NaCl 1M, pueda provenir de micro so­

mas retenidos en la columna, tal y como se había supQesto an­

teriormente (véase 5.4.2.2.1).
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FlGURA24.-FILTRACION DE RESIDUOS MICROSOMALES LAVADOS CON NaCI 1M, EN GEL DE SEPHAROSE CL 4B EQUILmRADO CON EL

MEDIOB.Columna K-26 (Pharmacia) • Volwnen de lecho 344 mI. Columna equilibrada en el medio B. I.a aplicaci6n consis­

ti6enMCseparados en el medio B, lavados dos veces con el medio B conteniendo NaCI 1M y suspendidos en B.

FIGURA24a.-ELUCION EN EL MEDIO B. I.a eluci6n se efectu6 con 400 mI del medio B, Fracciones de 4,3 mI. Actividades

LDH,MDHYS'N. Proteína: absorbancia a 280 ron.
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FIGURA24b.- ELUCION CON EL MEDIO B CONTEN�ENDO NaCl 1M. Una vez efectuada la eluci6n previa con el medio D,
se continu6 con 400 mI del medio B conteniendo NaCl lMD Fracciones de 4,3 mI. Actividades LDH

y MDH. Proteína: absorbancia a 280 mu.
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fuerza i6nica
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-------------

A fin de comparar el volumen de eluci6n de los microsomas

obtenidos en ausencia de DMSO con el de los microsomas obteni­

dos en presencia de DMSO, se filtraron éstos a través de gel

de Sepharose CL 4B, e�uilibrado con el medio B y en las mis­

mas condiciones descritas en los apartados anteriores.

.'

También se sometieronafiltraci6n a través de Sepharose CL

4B los micro somas aislados en presencia de DMSO �ue se habían

lavado dos veces con desoxicolato 0,075 % (p/v) en el medioB.

Como el tratamiento con desoxicolato origina una disminuci6n

de la cantidad de micro somas �ue se separan, se prefiri6 em­

plear los microsomas obtenidos en"presencia'de .DMSO ya �ue

el rendimiento es mayor.

De los microsomas obtenidos en presencia de DMSO 50 % (v/v)
en el medio B, se tomaron dos alícuotas. Una de ellas se lavó

dos veces con el medio B y se resuspendi6 en el medio B antes

de ser aplicada a la columna. La otra, después de lavada con

el medio B, se trató dos veces sucesivas con desoxicolato

0,075 % (p/v) en el medio B y el residuo, separado por ultra­

centrifugaci6n, se conservó congelado a-20 ºC. Antes de ser

aplicado a la columna se desconge16 y se resuspendi6 en el

medio B.

��!!������_��_!��_����������_i����lL_R�����­
���!�_!������L_��_�!����!��_��_����__ !�����
., .

lonlca

La primera de las porciones mencionadas en el apartado ante-
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rio�, lavada dos veces con el medio B, se resuspendi6 en el

medio B y se aplic6 a la columna equilibrada en el mismo me­

dio. La absorción a 280 nm de la aplicación de microsomas, di­

luida 1:: 50 en el medio B, fue de 0,410 A Y contuvo 0,069

U/mI de 5'N.

El pico de micro somas eluyó en el volumen de 138 mI, análo­

go al volumen de elución de los microsomas obtenidos en ausen­

cia de DMSO. En las fracciones de 4,3 mI recogidas, se deter­

minaron las actividades LDH y 5'N y las absorbancias a 280 nm.

Los resultados, que aparecen en la figura 25, son análogos
a los obtenidos en experimentos anteriores con los micro somas

separados en ausencia de DMSO (Figuras 22. a y 23 a). Hay pi­

cos de actividad LDH y 5'N que coinciden con el pico de micro-

somas.

No obstante, parece que se produce una retención de microso­

mas en el interior de la columna que es superior a la que ocu­

rre al trabajar con los microsomas separados en ausencia de

DMSO. Ello se pone de manifiesto al comparar la absorbancia

a 280 nm y la actividad 5'N de los microsomas aplicados en

uno y otro caso, y el pico de microsomas eluídos (Figuras22a

y 25). Esta retención que, en cualquier caso, no es tan acusa­

da como cuando se somete a los micro somas a lavados con con­

centraciones elevadas de NaCl (véase 5.4.2.2.3), puede ser

debido a que el DMSO ejerza en los microsomas efectos simila­

res al NaCl (1M) si bien no de forma tan acusada.

La elución con el medio B conteniendo NaCl 1M tampoco provo­

có en esta ocasión una liberación apreciable de proteína co­

rrespondiente a los microsomas retenidos. Ello es un nuevo in­

dicio de que la retención de las partículas no es reversible

en las condiciones experimentales descritas.
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FIGURA25.-Fll,TRACION DE RESIDUOS MICroroMALES SEPARADOS EN PRESENCIA DE DMSO, EN GEL DE SFPHAroSE CL 4B E'zUILI-
.

BRADOCONELMEDIO B. Colwrma K-26 (Pharmacia). Volwflen de lecho 344 ml., Colwrma equilibrada en el medio B. La apli-

caci6nconsisti6 en microsomas aislados en IMSO 50% (v/v) , lavados dos veces con el . medio B y suspendidos en B.

Laeluci6nse efectu6 con 400 rol del medio B. Fracciones de 4,3 ml� Actividades LDH y SIN. Proteína: Absorbancia a ,

280nm.
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Después de descongelar, la segunda porción de los microso­

mas separados en presencia de DMSO y que fue sometida a dos

tratamientos sucesivos con desoxicolato 0,075 % (p/v) en B

(véase 5.4.2.2.4), se resuspendi6 en el medio B y se aplic6

a la columna equilibrada en el mismo medio. La absorci6n a

280 nm de la aplicaci6n de microsomas, diluida 1:: 25 en el

medio B, fue de 0,430 A'y contuvo 0,060 U/mI de 5'N.

El pico de microsomas se eluy6 en el volumen de 138 mI, aná­

logo al volumen de elución de los microsomas en experimentos

anteriores.

En las fracciones de 4;3 mI recogidas, se determinaron las

actividades LDH, MDH y 5'N, así como las absorbancias a 280

nm ,

Los resultados presentados en la figura 26 " son análogos a

los obtenidos con lo� micro somas lavados con medios de baja

fuerza i6nica. También, ahora, aparecen picos de actividad

LDH, MDH y 5'N que coinciden con el pico de microsomas.

Al comparar los picos de los micro somas obtenidos en este

experimento (Figura 26) y en el experimento anterior (Figura

25) se demuestra que aunque en éste la aplicación en cuanto

a absorción a 280 nm y a actividad 5'N fue menor, la elución,

en cuanto a absorción a 280 nID y a actividad 5'N fue mayor.

Ello indica que la retención de los micro somas en la columna

es menor, quizás debido a que el efecto del DMSO ha quedado

contrarrestado por la acción del tensoactivo.

Los elevados picos de actividad LDH y MDH que aparecen a

volúmenes de elución más elevados (Figura 26) pueden ser de-
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FIGURA 26.- FILTRACION DE RESIDUOS MICroSOMALES SEPARADOS EN PRESENCIA DE DMSO y TRATADOS CON DESOXICOLATO, EN

GEL DE SEPHAROSE CL 4B EQUILIBRADO CON B. Colwnna K-26 (Pharmacia) Volumen de lecho 344 ml , Colwnna equilibrada
en el medio B. La aplicaci�n consisti� en microsomas aislados en DMSO 50% (v/v) en B, tratados dos veces con de­

soxicolato 0,075 % (p/v) en B y suspendidos en B. La eluci�n se efectu� con 400 mI del medio B. Fracciones de

4,3 mI. Actividades LDH , MDH y SIN. Proteína: absorbancia a 280 nm.
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bidos a un efecto del detergente, aún cuando es posible que

la congelación de los MC haya podido producir una mayor li­

beración de tales enzimas. En la tabla XLV, análoga a la ta­

bla XLIV, se confirman estos resultados ya que parte de las

actividades LDH y MDH de la aplicación de microsomas a la

columna se han liberado de las membranas microsomales por lo

que deben eluir a volúmenes más elevados que los microsomas.

La confirmación de que esta elevada liberación es debida a

la acción del detergente sobre las membranas microsomales y

al efecto de la congelación en cuanto a la liberación propia­

mente dicha, requeriría efectuar estudios adicionales que se

desvian de los objetivos del presente trabajo.

Por último, hay que indicar que la elución con el medio B

que contiene NaCl 1M, puso de manifiesto , también, como en

todos los experimentos anteriores, la liberación de pequeñas

cantidades de actividad LDH y MDH.

PROPIEDADES ELECTRICAS. ENFOQUE ISOELEC­

TRICO PREPARATIVO

A fin de establecer si los micro somas son homogéneos en

cuanto a sus propiedades eléctricas, se sometieron a un en�

foque isoeléctrico preparativo en columna.

��!����=������������=��=��������=������������
���������=��=������=���=���������=����

Los microsomas que se sometieron a enfoque isoeléctrico se

obtuvieron por homogeneización de 2,5 g de cerebro con 21 ml

de una disolución de PMSO al 50 % (v/v) en el medio B. Se es-
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TABLA XLV

ACTIVIDADES LDH Y MDH EN LA APLICACION DE MICROSOMAS TRATA­

DOS CON DESOXICOLATO y EN LOS ELUIDOS DE UNA COLUMNA DE

SEPHAROSE CL 4B

LDH(ncat/ml) MDH(ncat/ml)

Aplicación de- MC

Sobrenadante·de
la aplicación de MC

10,0 (100) 51,4 (100)

9,5 (95) 38,2 (74)

Reunión de eluídos

Sobrenadante de la

reunión de eluídos

0,43 (100) 0,46 (100)

0,04 (10) 0,19 (41)

Las actividades enzimáticas LDH y MDH se determinaron en la

suspensión de MC tratados dos veces con desoxicolato 0,075%,

que se aplicó a la columna de Sepharose CL 4B (2,6 x 64,8 cm)

y en los eluídos reunidos. En ambas disoluciones se determi­

naron las actividades, tanto en la suspensión como en el so­

brenadante que qued6 después de separar los micro somas por

ultracentrifugación (105.000 x e, 90 min, rotor 35 FA, 4 QC).

Los valores se expresan en ncat/ml y entre paréntesis se ex­

presan los resultados comparativos, asignando el valor 100

a las actividades de las suspensiones.

cogieron los microsomas (DMSO) para efectuar el estudio debi­

do a que el rendimiento cuantitativo de la fracción microso­

mal es superior cuando se aísla en presencia de DMSO. El in­

cremento de rendimiento permitía sugerir, por otra parte, que

el subfraccionamiento de los micro somas podía dar lugar a su

resolución en subfracciones heterogéneas.
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Tras someter al residuo microsomal separado, a un lavado con

el medio B, el nuevo residuo se suspendi6 en sacarosa 0,28 M

El resto del experimento se realiz6 como se ha descrito en

métodos (véase 4.18.2).

El electro enfoque se resolvi6 en una única banda homogénea

de microsomas (figura 27). La eluci6n lenta de los microsomas

(véase 4.18.2) condujo a un "p I" para los microsomas de 5,02.

En los eluidos se determinaron las actividades LDH, MDH (oxa­
lacetato y NADH) Y MDH (malato y NAD) , con resultados simila­

res a los que aparecen en la figura 28. Los resultados de la

figura 28 se obtuvieron al efectuar un experimento similar

al descrito , pero en el que la eLuc i én de los micro somas' fue

más rápida (véase métodos 4.18.2). En este caso, el "pI" de

los microsomas frre de 5,18. La diferencia entre 10s·pI de

5,02 Y 5,18 puede ser debida, en parte, a que en la elución

lenta hay más posibilidad de que los microsomas enfocados ex­

perimenten un pequeño descenso debido a su propio peso; en la

elución rápida este efecto es mucho más despreciable.

No fue posible efectuar la determinación de la actividad 5'N

en los eluídos, ya que los anfolitos interfieren en la activi­

dad del enzima. Aunq�e los anfolitos son capaces de formar

complejos con iones metálicos, al igual que el EDTA, la inhi­

bición de la actividad 5'N por ambos no se debe, probablemen­

te, a la eliminaci6n de ningún ión, tal como se ha demostrado

con el EDTA (Mallol y Bozal 1982b), sino a interacciones enzi­

ma-reactivo.

Los resultados de la figura 28 ponen de manifiesto, en pri­

mer lugar, que los microsomas liberan activjdaJes LDH y MDH

que se desplazan hacia el cátodo a valores de pH cercanos e

incluso superiores a 10. Para comprobar este extremo, se ha

demostrado la ausencia de actividad enzimática que convierte

el NADH en NAD en esa zona de pH; asimismo, se ha determinado



FIGURA 27.- ENFOQUE 'ISOELECTRICO PREPARATIVO DE RESIDUOS MICROSOMALES

OBTENIDOS EN PRESENCIA DE DMSO.- Los microsomas se separaron en medio

de DMSO 50 % (v/v) en B, se lavaron dos veces con B y se resuspendie­

ron en sacarosa 0,28 M. La foto se realizó a las 15 h. de comenzado el

experimento, ef'ectuadc con anfolitos de margen de pH 3-10. El ánodo se

encuentra en la parte superior de la columna.
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FIGURA28.- ENFOQUE ISOFLECTRICO PREPARATIVO EN COLUMNA DE MICROSOMAS SWARAOOS EN MEDIOS QUE CONTIENEN DMSO.
Columna8100-1 (LKB) de 110 mI. Margen de los anfolitos 3-10. Duraci6n del experimento 15 h. La aplicaci6n con­

sisti6enmicrosomas aislados en el medio B" lavados dos veces con B y suspendidos en sacarosa 0,,28 M. Fraccio­
nesde3,1mI. Actividades LDH, MDH (o:xalacetato y NADH) y MDH (malato y NAD). Gradiente de pH determinado de
formainstant!nea. Proteína: absorbancia a 280 nm.
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la actividad MDH con malato y NAD con objeto de confirmar

que la presencia de dicha actividad no era debida a la acci6n

de la LDH sobre el oxalacetato y el NADH (Busquets et al 1979 ).

Los eluídos que se comentan, ricos en actividad LDH y MDH, se

recogieron (entre el ml 10 y el mI 16) y se filtraron en gel

de Sephadex G - 25 equilibrado con el medio B; la disoluci6n

que se recoge, denominada CAT- , se emple6 posteriormente en

experimentos de electroforesis y de enfoque isoeléctrico ana­

lítico.

También se pone de manifiesta la coincidencia de los picos

de actividad LDH y MDH con el pico de microsomas, que está

comprendido entre los volúmenes de elución de 63 y de 75 mI.

Estas actividades enzimáticas, no son debidas a la superposi­

ción del pico de_ eluci6n de los microsomas con otros picosco­

rrespondientes a formas moleculares de LDH o de MDH que tengan

su pI en esa zona. Ello se demostró reuniendo los eluídos de

los microsomas (entre el ml 63 y el ml 75) y ensayando las ac­

tividades LDH y MDH antes y después de la separación de las

par-tf cu.Las por ul tracentrifugaci6n. En la tabla XLVI se demues­

tra que al separar los microsomas de los eluídos se pierden

casi el 100 % de la actividad LDH y más del 50 % de la activi­

dad MDH lo que prueba que, en gran medida, las actividades

LDH y MDH están ligadas a las membranas presentes en loseluí­

dos.

El residuo de los eluídos se lav6 con el medio B; el sobre­

nadante se someti6 a electroforesis y el nuevo residuo setra­

tó'con desoxicolato 0,075 % (p/v) en B. Se determinaron las

actividades LDH, MDH, ADA, GAH Y PNP en el sobrenadante del

tratamiento con el detergente. En la tabla XLVII se presentan

los resultados obtenidos y que demuestran la presencia de to-

.dos los enzimas estudiados. También se ensayó la actividad5'N
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TABLA XLVI

ACTIVIDADES LDH Y MDH DE LOS MICRO SOMAS ELUIDOS EN EL

ENFOQUE ISOELECTRICO PREPARATIVO

LDH(pcat totales) MDH(pcat totales)
Eluídos 0,0205 0,137

Sobrenadante de

eluídos 0,0 0,062 1
Las actividades enzimáticas LDH y MDH se determinaron en los

eluídos reunidos del electroenfoque preparativo en columna

(110 mI, 8100-1 de LKB), antes y después de la separación de

1.0S microsomas por ul tracentrifugación (105.000 x g, 90 min,ro­
tor 35 FA, 4 ºC). Los valores se expresan en pcat totales pre­
sentes en la suspensión de MC y en la disolución exenta de

ellos.

TABLA XLVII

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS AL TRATAR CON DESOXICOLATO

EL RESIDUO DE MICRO SOMAS AISLADO DE LOS ELUIDOS DEL ENFOQUE

ISOELECTRICO PREPARATIVO EN COLUMNA

Enzima pcat totales en el lavado

LDH 0,017

MDH 0,100

ADA 0,00021

GAH 0,00043

PNP 0,00017

5'N 0,0000465

Los microsomas separados por ultracentrifugación de los
e1uídos del enfoque isoeléctrico preparativo en columna (110
ml , 8100 -1 de LKB), se lavaron con el medio B. El residuo
de microsomas lavados se trató con desoxicolato 0,075 % (p/v)
en el medio B. La determinación de actividades enzimáticas se

llevó a cabo en el sobrenadante obtenido después del. trata -

miento con el detergente. Los resultados se expresan en pcat
totales presentes en la disolución enzimática.
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en la suspensión de microsomas en desoxicolato 0,075 % (p/v)
en B, que result6 ser de 0,00202 rcat totales. Con ello se de­

muestra que al eliminar los anfolitos, la actividad 5'N se re­

cupera, como sucedía al eliminar el EDTA; ello sugiere, de nue­

vo, que el�efecto del EDTA y de los anfolitos sobre el enzi-

ma sea análogo.

5.4.2.3.2 �������������gg=��=1��=!g���=���=�=��=���
��=������g=�g=�1=���g�����g=��1=�g!g���=��g�-
1������g�=�g�������gg=�gg=1��=!g����=���=�
MDH obtenidas en la fracción soluble de cere-
--------------------------------------------
--------------------------------------------

bro de rata
-----------

-----------

Las actividades enzimáticas LDH y MDH que se obtienen cerca

del cátodo por el enfoque isoeléctrico se caracterizaron por

electroforesis y enfoque isoeléctrico analítico y se analiz6

la presencia de formas análogas de LDH y MDH en la fracción

soluble obtenida tanto en presencia como en ausencia de DK30.

5.4.2.3.2.1 Electroforesis

La caracterización de las formas moleculares de LDH y MDH

se llevó a cabo por electroforesis zonal 'en geles de polia­

crilamida y por comprobaci6n de su posible movilidad anódica

(habitual) y catódica.

5.4.2.3.2.l.a Lactato deshidrogenasa (LDH)

Las disoluciones aplicadas en las electroforesis, contuvie­

ron aproximadamente 0,004 rcat/ml de LDH en todos los prepa-
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rados. Cuando las actividades fueron superiores, las disolu­

ciones se diluyeron convenientemente. El volumen de aplica­

ción no excedió nunca de los 0,3 ml.

Como ya se ha descrito, el residuo de los microsomas presen­

tes en los eluídos del enfoque isoeléctrico, se sometió a un

lavado c.on el medio B y el nuevo residuo de microsomas lavados

se trató con desoxicolato 0,075 % (p/v) en el medio B. Los so­

brenadantes procedentes de ambos tratamientos se sometieron a

electroforesis de movilidad anódica. En la figura 29 se mues­

tran los ferogramas obt�nidos que muestran la presencia de

cuatro formas moleculares de la LDH. Estos resultados coinci­

den con los' obtenidos con los sobrenadantes de sonicación o

tratamiento con detergentes de los "microsomas lavados" obte­

nidos en ausencia de DMSO (véase 5.2.11.4 y figuras 9 -11) •

También fué sometida a electroforesis zonal de movilidad anó­

dica la disolución rica en actividad LDH que se enfoca cerca

del cátodo (véase 5.4.2.3.1). La disolución se filtró en gel

de Sephadex G - 25, equilibrado en el medio B, y constituyó la

denominada disolución CAT. En el ferograma que se obtuvo, no

se puso de manifiesto la presencia de ninguna banda de acti­

vidad LDH. Por el contrario, cuando se aplicó la misma diso­

lución y se sometió a una electroforesis zonal de movilidad

catódica (4 mA/tubo, 1,5 h) en el ferograma correspondiente

apareció una banda con actividad LDH cercana al origen (Figu­
ra 30).

El sobrenadante del lavado con B del residuo microsomal se­

parado de los eluídos también se sometió a electroforesis zo­

nal de movilidad catódica. En la figura 31 se compara el fero­

grama obtenido con esta disolución y con la dí.s oLuc Lén CAT;

en este caso, la electroforesis se llev6 a cabo a 3 mA/tubo,
3 h. En ambos casos se observa la presencia de una única ban­

da, aunque en el sobrenadante del lavado con B existe un halo
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FIGURA 29.- ELECTROFORESIS ZONAL ANODICA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE LA

LDH LIBERADA POR LAVADO CON B O POR. TRATAMIENTO POSTERIOR CON DESOnCOLATO,
DE LOS MICROSOMAS ELUIDOS DEL ENFOQUE ISOELECTRICO PREPARATIVO.- Ferogra­
mas obtenidos tras revelado específico, de la LDH liberada por lavado conB
o por tratamiento posterior con desoxicolato 0,075 % (p/v) en B de los mi­

crosomas aislados.de los eluidos del enfoque isoeléctrico preparativo en co­

lumna (de izquierda a derecha.en el orden mencionado).

FIGURA "30.- ELECTROFORESIS ZONAL CA'l'ODICA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE

LA LDH DE LA DISOLUCION CAT QUE SE EN�FOCA CERCA DEL CATOOO EN·EL ENFOQUE
ISOELECTRICO PREPARATIVO.- Ferograma �btenido tras revelado específico,
de la LDH de la disolución CAT. La el�ctroforesis catódica se llevó a ca­

bo a 4 mA/gel, 1,5 h.
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detrás de la banda. No obstante, este halo desapareció cuando

se aplicó la mezcla de ambas disoluciones (Figura 31 b). Cuan­

do en lugar del sobrenadante del lavado con B se aplicó el so­

brenadante del tratamiento con desoxicolato los resultados

fueron análogos.

Para comprobar si esta banda de movilidad catódica estaba

presente en la fracción soluble obtenida en presencia o en

ausencia de DMSO, se aplicaron las disoluciones concentradas

de ambos tipos de fracción soluble obtenidos como se ha des­

crito en métodos (véase 4.3). La aplicación fue de 100 rl y

para ambas disoluciones, los ferogramas demostraron la pre­

sencia de una banda de actividad LTIH (Figura 32). La electro­

foresis se llevó a cabo durante 3 h a 3mA/tubo.

Los sobrenadantes procedentes de la sonicación de los micro­

somas separados en ausencia o en presencia de DMSO, se some­

tieron' también, a electroforesis zonal de movilidad catódi­

ca.
"

"Los resultados en ambos casos fueron similares a los ob-

tenidos para el sobrenadante del lavado con B de los micro­

somas de los eluídos (Figura 31 a). No obstante, cuando la
..

aplicación consistió en la mezcla de los sobrenadantes de so­

nicación con las correspondientes fracciones solubles, el fe­

rograma se resolvió en una banda nítida; así, los resultados

son similares a los obtenidos cuando se aplicó la mezcla del

sobrenadante del lavado con B de los micro somas separados de

los eluídos y de la disolución CAT (Figura 31 b).

Los ferogramas correspondientes a las electroforesis zona­

les con movilidad anódica de la fracción soluble obtenida en

presencia de DMSO y del sobrenadante de sonicación de los "mi­

crosomas lavados" aislados en presencia de DMSO mostraron la

presencia de cuatro bandas de actividad LDH. Estas cuatro

bandas son idénticas a las obtenidas con la fracción soluble
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FIGURA 31 a.- ELECTROFORESIS ZONAL CATODICA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE

LA LDH LIBERADA POR LAVADO CON B DE LOS MIC1�SOMAS ELUIDOS DEL ENFOQUE ISOE­

LECTRICO, y DE LA LDH DE LA DISOLUCION CAT.- Ferogramas obtenidos tras reve­

lado específico, de la LDH liberada por lavado con B de los MC aislados de

los eluidos del enfoque isoeléctrico , y de la LDH de la disoluci�n CAT

(de izquierda a derecha en el orden mencionado). La electroforesis cat6dica
se llev6' a cabo a 3 mA/gel, 3 h.

FIGURA 31 b.- ELECTROFORESIS ZONAL CATODICA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE

LA LDH LIBERADA POR LAVADO CON B DE LOS MC ELUIDOS DEL ENFOQUE ISOELECTRICO

y DE LA LDH DE LA MEZCLA DE ESTE LAVADO CON LA DI�OLUCION CAT.- Ferogramas
obtenidos tras revelado específico, de la LDH liberada por lavado con B de

los MC eluidos del enfoque isoeléctrico, y de la LDH de la mezcla de este

lavado con la disoluci6n CAT (de izquierda a derecha en el orden mencionado).
La electroforesis cat6dica se llev6 a cabo a 3 mA!gel, 3 h.



-250-

separada en ausencia de DMSO y con el sobrenadante de sonica­

ci6n de los "microsomas lavados" aislados en ausencia de DMSO

(Figura 9).

En conjunto, todo parece indicar que las formas moleculares

de la LDH de cerebro de rata son cinco, como habían propuesto

Simon et al (1977) .y como se puso de manifiesto en el presen­

te trabajo por electroforesis en tiras de acetato de celulo­

sa (Figura 9 b. ). No obstante, en las condiciones en las que

se efectuaron las electroforesis zonales ; en este trabajo

s610 se pusieron de manifiesto cuatro de dichas formas que te­

nían movilidad an6dica; en las mismas condiciones de pH, la

quinta forma molecular se demostr6 que tenía movilidad cat6-

dicao Además, la banda de LDH de movilidad cat6dica, se libe�.

ra, en parte, de las membranas microsomales y se desplaza ha­

cia el cátodo y no se modifica, aparentemente, en los experi­

mentos de enfoque isoeléctrico.

Por otra parte, los resultados de caracterizaci6n electro­

forética de la LDH descritos en el presente capítulo y en el

capítulo 4.2.10, parecen demostrar que son cinco las formas

moleculares de LDH que se obtienen en la fracci6n soluble se­

parada tanto en ausencia como en presencia de DMSO; también

son cinco las formas moleculare� que se liberan de l�s micro­

somas aislados en ausencia o en presencia de DMSO.

Malato deshidrogenasa (MDH)

Las disoluciones aplicadas en las electroforesis contuvie­

ron aproxim�damente 0,01 fcat/ml de MDH en todos los prepara­

dos. Cuando las actividades fueron superiores, las disolucio-
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FIGURA 32.- ELECTROFORESIS ZONAL CATODICA DE LA LDH OBTENIDA EN LA FRACCION

SOLUBLE DE CEREBRO DE RATA.- Ferograma obtenido tras revelado específico, de

la LDH de la fracci6n soluble obtenida en ausencia de DMSO. La electrofore­

sis cat6dica se llev6 a cabo a 3 mA/gel, 3h. Cuando se someti6 a estudio la
fracci6n soluble obtenida en presencia de DMSO, el resultado fue idéntico •

..

FIGURA 33.- ELECTROFORESIS ZONAL ANODICA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE LA

MDH DE LA DISOLUCION CAT, y DE LA MDH LIBERADA POR LAVADO CON B O POR T.\A­

TAMIENTO CON DESOXICOLATO DE LOS MC ELUIDOS DEL ENFOQUE ISOELECTRICO PREPA­

RATIVO.- Ferogramas obtenidos tras revelado específico, de la MDH de la di­

soluci6n CAT, de la liberada por lavado con B o tratamiento posterior con

desoxicolato 0,075 %, de los microsomas aislados de� los eluidos del enfo­

que isoeléctrico y de la mezcla de los dos primeros (de izquierda a derecha

en el orden mencionado).
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nes se diluyeron convenientemente. El volumen de aplicación

no excedió nunca de 0,3 ml.

En ninguno de los casos estudiados, ''a diferencia de lo que

ocurría con ,la LDH, se ha podido demostrar -l_a ex
í

s teríc í.a de una

forma molecular de la MDH con movilidad catódica, ni aun al

emplear la disolución CAT (véase 5.4.2.3.2.1.a).

Al i��al que con la LDH, se sometieron a electroforesis zo­

nal de movilidad anódica, los sobrenadantes del lavado con B

y del posterior tratamiento con desoxicolato de los microso­

mas procedentes ,de los eLuf do s : del electro enfoque (véase- 5.4.

2.3.1). En la figura 33 se muestr2n los ferogramas obtenidos

para ambos sobrenadantes, así como para la disolución CAT,

tras el revelado específico de los geles de poliacrilamida.

Con la disolución CAT se obtuvo una banda de actividad MDH de

menor movilidad que la banda de actividad MDH obtenida con las

otras dos disoluciones. Se demostró que ambas bandas eran dis­

tintas al mezclar la disolución CAT con la del sobrenadante

del lavado con B de los microsomas aislados de los eluídosdel

electroenfoque (Figura 33).-

Para comprobar si esta banda de menor movilidad, obtenida

con la disolución CAT estaba presente en la fracción soluble

separada �n presencia de DMSO, se aplicó la disolución concen­

trada de dicha fracción soluble. La aplicación fue de 100 p-l
Y el ferograma demostró la presencia de una sola banda co.­

rrespondiente a la de mayor movilidad de la figura 33. Este

resultado fue idéntico al obtenido con la fracción soluble

aislada en ausencia de DrtISO (Figura 12). Por aplicación de los

sobrenadantes obtenidos por sonicación de los microsomas se­

parados en presencia de Dl\1S0 no se consiguió una banda níti­

da en los ferogramas correspondientes. No obstante, al mezclar

dicho sobrenadante de sonicación con la fracción soluble ob-
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tenida en presencia de DMSO se obtuvo en la electroforesis una

banda nítida de actividad MDH que correspondió a la de mayor

movilidad de la figura 33.

Los resultados anteriores ponen de relieve que la actividad

MDH presente en la disolución CAT, que no coincide con ningu­

na forma molecular de MDH presente en las restantes disolu­

ciones sometidas a caracterización electroforética, pudiera

haberse formado por interacción con los anfolitos durante el

enfoque isoeléctrico. Las restantes disoluciones, incluidas

las fracciones solubles obtenidas en ausencia o en presencia

de DMSO, muestran, por electroforesis en geles de poliacrila­

mida, ferogramas en los que sólo. aparece una banda de activi­

dad MDH; esta banda es de mayor movilidad que la obtenida con

la disolución CAT. No se ha ªemostrado la existencia de nin­

guna �orma molecular MDH de movilidad catódica como ocurría

con la LDH.

En los ferogramas correspondientes a electroforesis anódica

en tiras de acetato de celulosa de la fracción soluble obteni­

da en presencia de DMSO y del.sobrenada��e de sonícación delos

"mí.cr-o somas lavados" aislados en presencia de DMSO mostraron la

presencia de dos bandas de actividad lVIDH. Estas dos banda.s son

idénticas a las obtenidas con la fracción soluble separada en

ausencia de DMSO y con el sobrenadante de sonicación de los "mi­

crosomas lavados" aislados en ausencia de DIV:SO (Figura 12).
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5.4.2.3.2.2 Enfoque isoeléctrico analítico en placas
----------------------------------------

de agarosa

Para demostrar si el desplazamiento de una forma molecular

de la LDH y también de la MDH hacia el cátodo en el experi­

mento de enfoque isoeléctrico preparativo (véase 5.4.2�3.l)

es debido a que dichas formas tienen un pI muy elevado, se

realizaron experimentos de enfoque isoeléctrico analítico en

placas de agarosa.

5.4.2.3.2.2.a Lactato deshidrogenasa (LDH)

Cuando se aplicaron por triplicado 50 fl de la disolución

CAT (véase 5.4.2.3.1) en una placa de agarosa confeccionada

con anfoli tos cuyo intervalo de pH era 3.;... 10 Y se desarrolló

el enfoque isoeléctrico, se separó una banda próxima a la zo­

na del cátodo y fue imposible la determinación de su pI •.Cuan­

do se efectuó la misma aplicación en una placa de agarosa con­

feccionada con anfoli tos cuyo intervalo de pH era 8 - 10,5, el

resultado, previo revelado específico, consistió en una banda

de pI 9,4 (Figura 34). Las aplicaciones se hicieron a distin­

tas alturas de la placa para comprobar que la banda de LDHse

había enfocado y que había ausencia de interacciones con los

anfoli tos. En el electroenfoque preparativo en c oLumna , la di­

solución CAT se enfocó a un pI de 10,5, valor que solo es in-

dicativo ya que el margen de pH de los anfolitos

fue 3 - 10.

empleados

También se sometió a electroenfoque analítico la fracción

soluble de cerebro de rata (véase 4,3) que se dializó 12 h

frente a glicina 1 %. Se aplicaron 10, 25 Y 50 fl de la frac­

ción soluble en distintas zonas de la placa, que se confeccio-



FIGURA 34.- ENFOQUE I.SOELEx::TRICO

ANALITICO DE LA LDH DE LA DlSOLU­

CION CAT.- Ferogramas obtenidos tras

revelado específico, de la LDH de la

disolución CAT. Anfolitos de margen

de pH 8-10,5. Las aplicaciones fue­

ron de 50 pl y a distintas alturas

de la placa.

FIGURA 35.- ENFOQUE lSOELECTRICO

ANALITICO DE LA LDH DE LA FRACCION

SOLUBLE DE CEREBRO DE RATA.- Fero­

gramas obtenidos tras revelado es­

pecífico, de la LDH de la fraccion

soluble de cerebro de rata obtenida

en el medio B. Anfolitos de margen de

pH 3-10. Las aplicaciones fueron de

10, 25 y 50 pl y a distintas altu­

ras de la placa.
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n6 con anfoli tos cuyo intervalo de pH fue de 3 - 10. Al efec­

tuar el revelado específico de LDH se obtienen al menos, sie­

te ?anda� de actividad de pI 7,75; 7,4; 6,45; 6,4; 6,3; 5,5;

y 4,95. Aparece otra banda débil, enfocada a pI 8,0 (Figura
35).

Como se dem�estra, en la fracción soluble no se obtiene una

banda de actividad LDH a pI tan alcalino como la que se obtie­

ne con la disolución CAT. No obstante, la caracterizaci6n

electroforética demostró que la banda de la disolución CAT

es idéntica a una forma molecular LDH presente en la fracci6n

soluble (v�ase 5.4.2.3.2.1.a). Así pues, es posible que el

tiempo de enfoque, que es mayor en el caso del electroenfoque

preparativo, ejerza algún efecto sobre dicha forma moleaular

de LDH, que permita su desplazamiento hacia el cátodo. Es de

destacar, en el mismo sentido que, por enfoque isoeléctrico

analítico de las formas LDH de la fracción soluble aparecen

más bandas que las que corresponden' a las cinco formas del en­

zima obtenidas, habitualmente, por electroforesis. Ello po�

dría ser debido a una mejor resoluci6n del método de enfoque

isoeléctrico o a interacciones del enzima con los anfolitos

(Haglund 1975, Catsimpoolas 1975).

5.4.2.3.2.2.b Malato deshidrogenasa(MDH)

Al aplicar por duplicado 50 rl de la disolución CAT (véase

5.4.2.3.1) a una placa de agarosa confeccionada con anfolitos

cuyo intervalo de pH se halla entre 3 y 10, Y efectuar el

enfoque isoel�ctrico, no se consigue el enfoque de ninguna

banda de actividad MDH. Cu�ndo la misma aplicación se lleva

a cabo en una placa de agarosa confeccionada con anfolitos de
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margen de pH entre 8 y 10,5, al efectuar el revelado especi­

fico de MDH aparecen dos zonas difusas cercanas al cátodo y

situadas a distintas zonas de la placa (Figura 36). Comoade­

más, las aplicaciones se habian efectuado a distintas zonas

de la placa, se deduce que dicha forma molecular de MDH pre­

sente en la disolución CAT no se enfoca y es presumible que

se vaya desplazando al cátodo conforme avanza el enfoque isoe­

léctrico.

También se sometió a electroenfoque analitico la fracción

soluble de cerebro de rata (véase 4.3) que se dializó 12 h

frente a glicina 1 %. Se aplicaron 25 y 50 fl de la fracción

soluble a distintas zonas de la placa que se confeccionó con

anfolitos de pH entre 3 y 10. El revelado especifico (Figura
37) proporciona una banda intensa a pI 5,8, otras dos débiles

coincidentes con las dos más intensas de actividad LDH (Figu­
ra 35) y además, aparece una banda difusa en una zona de pH

comprendida entre 8,0 y 8,5. En conjunto, se ponen de mani­

fiesto dos bandas de actividad MDH que coinciden, en número,

con las que se obtienen por electroforesis en tiras de aceta­

to de celulosa (Figura 12).

La banda más intensa (Figura 37),' enfocada a pI de 5,8 ,

debe corresponder a la única que aparece en las electrofore -

sis zonales en geles de poliacrilamida de la fracción soluble

de cerebro (Figura 12). Por su parte, la banda difusa (Figura

37), análoga a la que aparece al someter al electroenfoque

analitico la disolución CAT (Figura 36), es probable que se

desplace hacia el cátodo; esta hipótesis permitíria explicar

el hecho de que en el electroenfoque preparativo de los MC

se obtuviera actividad MDH en la zona de pH de 10,5 (véase

5.4.2.3.1). Estos resultados se pueden explicar sugiriendo

interacciones especificas de esta forma molecular de la MDH
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FIGURA '36.- ENFOQUE lSOEL:&!TRICO

ANALITICO DE LA MDH DE LA DlSOLU-

CION CAT.- Ferograma obtenido tras

revelado especifico, de la MDH de

la disoluci6n CAT. Anfolitos de

margen de pH 8-10,5. Las aplica­

ciones fueron de 50 pl y"_a distin­

tas alturas de la placa. Las flechas

señalan las bandas de actividad MDH.

FIGURA 37.- ENFOQUE lSOELECTRICO

ANALITICO DE LA MDH DE LA FRACCION

SOLUBLE DE CEREBRO DE RATA.- Fero-

grama obtenido tras revelado espe­

cífico, de la MDH de la fracci6n

soluble de cerebro de rata obteni-

da en el medio B. Anfolitos de mar-

gen de pH 3-10. Las aplicaciones

fueron d� 25 y 50 pl y a distintas

alturas de la placa.
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con los anfolitos (Haglund 1975, Catsimpoolas 1975), que hu­

bieran modificado de forma notable al enzima; hay que recor­

dar que la forma molecular de la MDH presente en la disolu­

ción CAT' (véase 5.4.2.3.1) se caracteriza en una banda, que

no "c oLnc Lde con ninguna otra forma. de MDH, por electroforesis

zonal an6dica en geles de poliacrilamida. Aunque dicha forma

se desplaza hacia zonas de pI alcalinas en el electroenfoque

preparativo, su movilidad es an6dica y no se pone de manifies­

to su presencia por electroforesis zonal de movilidad cat6di­

ca, por revelado específico de los geles de poliacrilamida

(v�ase 5.4�2.3.2.1.b).

PROPIEDADES MORFOLOGICAS. MICROSCOPIA

ELECTRONICA

Con la técnica de microscopía electr6nica se efectuó la ca­

racterización ultraestructural de la fracci6n microsomal, tan­

to cruda como de apué s de ser sometida a distintos lavados con

el medio A, a sonicación o a tratamiento con desoxicolatoO,075

% (p/v) en A. También se compararon las micrografías de los

micro somas separados en presencia de DMSO con las correspon­

dientes a los microsomas aislados en ausencia de DMSO.

Las micrografías se obtuvieron de cortes finos de las mues­

tras fijadas e incluidas, a partir de tres bloques distintos

de las preparaciones tomadas a distintos niveles de los resi­

duos microsomales.
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recién aislados
---------------

---------------

El residuo microsomal separado por ultracentrifugación del

sobrenadante post - mi tocondrial se trató como se describió en

métodos (véase 4.23).

Las micrografías mostraron la presencia de dos tipos de

vesiculas con distinto comportamiento en cuanto a su opaci­

dad a los electrones. Las vesículas con contenido claro fue­

ron en su mayoría de forma circular, con diámetros comprendi­

dos entre 90 y 270 nm. Las vesículas opacas, de forma también

circular, fueron menores y'sus diámetros estuvieron comprendi­

dos entre 45 y 200 nm (Figuras 38, 39, 40). En ocasiones se

observó la presencia de vesículas claras, de gran tamaño, for­

madas a partir de las membranas de retículo endoplasmático

(RE) (Figura 41). Se observó, también, en ocasiones, la pre­

sencia de fragmentos de membranas del RE que no formaban vesí­

culas y de fragmentos de membranas mielínicas (Figuras 42, 43).
En ningún caso se observó la presencia de mitocondrias en la

fracción microsomal aislada en ausencia de DMSO por el método

habitual (véase 4.3).

lavados
=======

Los microsomas, se sometieron a tres lavados con el medio

A antes de efectuar los tratamientos previos a su observación

micrográfica. El residuo lavado se trató tal como se descri­

bió en métodos (véase 4.23).

Los resultados obtenidos demostraron que no existen diferen­

cias apreciables entre las vesículas present�s en la fracción



FIGURA 38.- 13.500 X

FIGURA 39.- 50.000 X

FIGURAS 38 y 39.- MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE LA FRACCION MICROSOMAL

OBTENIDA COMO SE DESCRIBIO EN METODOS (Véase 4.3). La fracción se pro­

'cesó como se describió en métodos (Véase·4.23).



FIGURA ,,41.- 35.000 X

FIGURA 40.- 25.500 X

FIGURAS 40 y 41.- MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE LA FRACCION MICROSOMAL

OBTENIDA COMO SE DESCRIBIO EN METO DOS (véase 4.3).- La fracción se pro­

cesó como se describi6 en métodos (véase 4.23).



FIGURA 42.- 35.000 X

FIGURA 43.- 60.000 X

FIGURAS 42 y 43.- MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE LA FRACCION MICROSOMAL
OBTENIDA COMO SE DESCRIBIO EN METOnoS (Véase 4.3).- La fracción se pro­
ces6 corno se describi6 en métodos (Véase 4.23).
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microsomal lavada, tal como se muestra en la figura 44 obte-

nida con los "microsomas lavados".

�����������=��=��������=���������1��
sonicados
---------
---------

Los "microsomas lavados" se sonicaron (18 micrones, 30 s

tres veces) y el residuo de microsomas que se separa se tra­

tó como habitualmente (véase 4.23).

Las micrografías obtenidas de esta fracción muestran la

presencia de vesículas como ocurre con los micro somas crudos

(Figura 45). En ningún caso se observó la de s or-gan.í.zac í.én de

tales vesículas a causa de la sonicación; no obstante, es po­

sible que las vesículas que se observaron en las micrografías
no se correspondan con las originales presentes en los micro­

somas crudos o en los lavados con A.

�����3������=��=��������=���������1��
tratados con desoxicolato
-------------------------

-------------------------

Los microsomas se trataron por dos veces consecutivas ·con

desoxicolato 0,075 % (p/v) en A y el residuo de microsomas

se trató como habitualmente (véase 4.23).

Las micrografías del residuo muestran una desorganización

acusada de las membranas microsomales (Figura 46) que puede

atribuirse a la presencia del detergente. Sin embargo, Wei -

hing et al (1972), en micrografías obtenidas de residuos mi­

crosomales de hígado de rata tratados con desoxicolato 0,075



FIGURA 44.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA FRACCION MICROSOMAL LAVADA CON

A.- La fracción microsomal obtenida en la forma habitual (Véase 4.3)�,_se
lav6 tres veces con el medio A y se proces6 como se describi6 en méto­
dos (Véase 4.23). 13.500 X.

FIGURA 45.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA FRACCION MICROSOMAL SONICADA

EN A.- La fracción microsomal obtenida en la forma habitual (Véase 4.3),
se sonic6 (18 micrones, 30 s., tres veces) en el medio A y se proces6
como se describi6 en métodos (Véase 4.23). 13.500 X.

I
I



FIGURA 46.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA FRACCION MICROSOMAL TRATADA

CON DESOXICOLATO 0,075 % .- La fracción microsomal aislada en la forma

habitual (Véase 4.3), se trató dos veces con desoxicolato 0,075 % (p/v)
en A y se proces6 como se describi6 en métodos (Véase 4.23). 44.500 X.

FIGURA 47.- MICROGRAFIA I!iliECTRONICA DE LA FRACCION MICROSOMAL TRATADA

CON DESOXICOLATO 0,075 % - La fracción microsomal aislada en la forma

habitUal (Véase 4.3), se trató una vez con desoxicolato 0,075 % (p/v)
en A y se proces6 como se describi6 en métodos (Véase 4.23). 13.500 x.
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% demuestran la presencia de vesículas, sin indicios de desor­

ganizaci6n de las membranas. Ello puede ser debido a un efec­

to distinto del detergente sobre los microsomas de ambos orí­

genes (hígado y cerebro) o bien, a que el efecto del det�r­

gente sea estadístico y no afecte por igual a todas las vesí­

culas. Esta última suposici6n, que es compatible con la mane­

ra de efectuar los tratamientos con el det�rgente, se ve

confirmada, en principio, al observar la presencia de vesícu­

las en determinadas zonas del residuo microsomal de cerebro

de rata que sólo se había tratado una vez con desoxicolato

(Figura 47).

�������!���=��=��������=������������
��������=��=������=g��=���������=���S

Los microsomas separados de homogeneizados de cerebros de

rata en DMSO 50 % (v/v) en el medio A, se lavaron dos veces

con A y con el residuo de microsomas (DMSO) lavados se proce­

di6 tal como se ha descrito en métodos (véase 4.23).

Las micrografías muestran la presencia del mismo tipo de ve­

sículas que las que aparecen cuando los Me se aislan en ausen­

cia de DMSO (Figuras 48 y 49, 52 y 53). Aunque parece que la

proporci6n de vesículas opacas es mayor en el caso de los

microsomas (DMSO), debe tenerse en cuenta que la opacidad de

tales vesículas varia. Así, se ponen de manifiesto unas ve­

sículas semiopacas , algunas de las cuales parecen mitocon­

dri�s y son de tamafio algo superior a las vesículas totalmen­

te opacas (Figuras 52 y 53). En la figura 50 se aprecia clara­

mente la presencia de una de tales vesículas junto a un cuer­

po de Marinesco (Shochet 1972). En un ap�rtado anterior (véa-



FIGURA 48.- 13.500 x.

FIGURAS 48 y 49.- MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE LA FRACCION MICROSOMAL

SEPARADA EN MEDIOS CONTENIENDO DMSO.- La fracción microsomal se obtuvo

en DMSO 50 �� (v/v) en A, se lav6 tres veces con A y se proces6 como se

describi6 en métodos (Véase 4.23).

FIGURA 49.- 84.500 X.



FIGURA 50.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA FRACCION MICROSOMAL SEPARADA

EN MEDIOS CONTENIENDO DMSO.- La fracción microsomal se obtuvo en DMSO 50
% (v/v) en A, se lav6 tres veces con A y se proces6 como se describi6 en

métodos (Véase 4.23). 140.000 x.

�

FIGURA 51.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA FRACCION MICROSOMAL FILTRADA A

TRAVES DE GEL DE SEPHAROSE CL 48.- La fracción microsomal lavada con A,
se filtr6 en una columna de Sepharose CL 4B equilibrada con A. El pico
de microsomas eluidos se reuni6 y el residuo se proces6 como se descri­

bi6 en métodos (Véase 4.23). 9.500 X.
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se 5.4.1.4.1) se ha demostrado que la fracci6n microsomalse­

parada en presencia de DMSO no está contaminada de forma es­

pecial por orgánulos subcelulares distintos a los que se ais­

lan en la fracción microsomal separada en ausencia de DMSO.

Es posible, por tanto, que este tipo de vesículas con aparien­

cia de mitocondrias corresponda a las vesículas claras de los

Me aislados en ausencia de DMSO, si bien su estructura ha po­

dido ser alterada por el DMSO.

�������!���=��=��������=����g����é��=������­
�g�=�������=��=é�=!�é�������=��=��é=��
������g��=��=��

Los microsomas aislados en ausencia o en presencia de DrilS O ,

se resuelven en una fracci6n única al ser sometidos a cent�i­

fugaci6n isopícnica en Percoll, a filtraci6n en gel. de Sepha­

rose eL 4B y en el enfoque isoeléctrico. Las micrografías

electrónicas correspondientes a los residuos microsomales se­

parados de 'ios eluídos procedentes de la filtraci6n en gel de

Sepharose eL 4B, pueden permitir el comprobar si la resoluci6n

de los Me en un solo pico, por filtraci6n en gel, se corres­

ponde con una homogeneidad de tamaño de las vesí�ulas en las

micrografías.

(sin DMSO)

5.4.2.4.6.1 Microsomas aislados en el medio habitual
----------------------------------------

Los micro somas obtenidos por homogeneizaci6n de cerebros de

rata en el medio A, se lavaron con A y se filtraron en gel de

Sepharose eL 4B equilibrado con A. Los eluídos correspondien­

tes al pico de microsomas se recogieron y el residuo separa-



-271-

do por ultracentrifugación se trató como se describió en mé­

todos (véase 4.23).

La micrografia correspondiente (Figura 51) demuestra que
. .

la fracción de micro somas eluída es heterogénea en cuanto al

tamaño y a la opacidad de las vesículas.

����������_���l����_�g_������_���_��g!��g�g
DMSO

Los microsomas aislados de homogeneizados de cerebro de ra­

ta en DMSO 50 % (v/v) en el medio A, se lavaron. con A y se

filtraron en gel de Sepharose eL 4B equilibrado con A. Los

eluídos correspondientes al pico de microsomas se recogieron

y, con el residuo separado por ultracentrifugación, se proce­

dió como habitualmente (véase 4.23).

Las micro-grafías del residuo (Figuras 52 y 53) muestran

que las vesículas no son homogéneas en tamaño ni en su opaci­

dad, como ocurrió con los eluídos de los microsomas aislados

en ausencia de DMSO (v�ase apartado anterior 5.4.2.4.6.1).



I

..

FIGURA 52.- 17.000 x •

FIGURA 53.- 35.000 X.

fIGURAS 52 y 53.- MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE LA FRACCION MICROSOMAL

AISLADA EN MEDIOS QUE CONTIENEN DMSO y FILTRADA EN GEL DE SEPHAROSE CL

48.- La fracción microsomal separada en DMSO 50 % (v/v) en A, se lavó
con A y se filtró en una columna de Sepharose CL 4B equilibrada con A.

El pico de micro somas eluidos se reunió y el residuo se procesó como

se describió en métodos (Véase 4.23).
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DISCUSION

Los experimentos descritos en el presente capítulo permiten

profundizar en el conocimiento de la fracción microsomal del

tejido cerebral de rata. De Duve (1964):y , posteriormente,

Reid (1967) asignaron el término a la fracci6n que sedimenta

a fuerzas centrífugas superiores a 100.000 x g y que no repre­

senta a ningún orgánulo subcelular concreto, al menos en el

tejido hepático. La interpretaci6n de estos autores parece, en

principio, aplicable a la fracción microsomal del tejido cere­

bral de rata, la cual varía cuantitativamente al modificar la

relación de homogeneizaci6n (ml/g tejido) (véase 504.1). No

obstante, Kiang et al (1978), al homogeneizar el tejido cere­

bral de rata con nueve voLümene s
'

de disolución 0,3 M de sacaro­

sa, que era a la vez 1 mM en NaH2P04, 0,1 mM de EDTA y pH 7,5,

en un homogeneizador cuya holgura fué de 0,2 mm, separaron los

micros�mas que estaban contaminados por mitocondrias e inclu­

so por terminales nerviosos. En los microsomas aislados·en el

presente trabajo, con una relaci6n de 6· ml/g no se ha detec­

tado la presencia de mitocondrias en las micrografías de la

fracción (véase 5.4.2.4.1 y 5.4.2.4.2). Es pues posible que

al variar la relaci6n b el medio de homogene
í

eac í.én , varien ..

las propiedades _

de sedimentación de las mitocondrias y quizás
.. _ I

de otros orgánulos subcelulares.

La fracción microsomal también varía cuantitativamente cuan­

do se modifica la constante dieléctrica del medio de homoge­

neizaci6n. Con ello, se obtienen fracciones solubles en las

que varía la proporción de ácidos nucleicos. No obstante, los

cambios más acusados, en cuanto a la cantidad de microsomas

separados, se obtienen por homogeneización de los cerebros de

rata €n medios conteniendo DMSO y cuya constante dieléctrica

es muy similar a la del medio A; cuando el DMSO es del 50 %
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(v/v), la cantidad de fracción microsomal aislada es unas

tr�s_veces superior a la que se obtiene en el medio A. Se ha

discutido la importancia de la constante dieléctrica del me­

dio en cuanto a la posibilidad de que fuera un parámetro de

gra:n importancia en estudios de enzimología. Maurel (1978) ha

demostrado que las interacciones electrostáticas,. aparente­

mente; no se modifican por variaciones de la constante dieléc­

trica del medio; así, las variaciones cinéticas observadas al

modificar dichd parámetro, son más fácilmente explicables al

considerar interacciones hidrofóbicas con el medio, efecto di­

recto del medio sobre los puentes de hidrógeno internos, modi­

ficación del grado de hidratación e interacción del medio con

el centro activo del enzima, entre otros efectos. Es muy pro­

bable que las conclusiones de Maurel (loc. cit.), que entre

otros medios usó el DMSO, sean aplicables aquí para explicar

la diferente cantidad de microsomas obtenidos al variar el me­

dio. El DMSO, también, es un,agente que forma complejos esta­

bles con los iones de los metales de transición (Meek et al

1960) e interacciona con lípidos y compuestos hidrocarbonados
,

.

además de con las proteínas, especialmente con det�rminadas

proteínas de las células epiteliales, por lo que es usado

como vehículo en pomadas de uso tópico (Sneader et al 1971 ,

Rodermund y Klingmueller 1972, David 1972, Index Merck 1981).

De cualquier forma, el efecto del DMSO es distinto al que ejerce

el polietilenglicol, el cual modifica los componentes microso­

males de forma que su precipitación es posible efectuarla a bajas

gravedades en la centrífuga, 8.000xg, 10 min (Van der Hoeven 1981).

Parte de la fracción microsomal de cerebro, como se demos­

tró en las micrografías electrónicas, está constituida por unas

vesículas que no son opacas y cuyo origen procede, probable­

mente, de la soldadura de los fragmentos de membranas celula­

res producida en la homogeneización (Figuras 38 - 43). Ca-
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be pensar que el DMSO pueda afectar tal vesiculización por

todos los efectos comentados. No obstante, .en las microgra-

. fías de residuos microsomales aislados en presencia de DMSO

se observa la presencia mayoritaria de vesículas cerradas

(Figuras 48-50,52-53), aunque también es cierto que las

preparaciones de los �icrosomas en estos experimentos se lle­

varon a cabo, finalmente, en el medio A (véase 5.4.2.4.5) •

Las micrografías muestran. una mayor proporción de vesículas

opacas en los Me obtenidos en presencia de DMSO que en los

que se separan en ausencia del reactivo. También se observa

una gradación en euanto a la opacidad de las vesículas pre­

sentes en los microsomas (DMSO) que no se daba en los microso­

mas (sin DMSO). Es posible que el DMSO haya alterado las vesí­

culas claras presentes en los Me (sin DIIJISO) dándoles el as­

pecto de vesículas semiopacas, con apariencia de mitocondrias,

que se muestran en los Me (DMSO). Por otra parte, se ha de­

mostrado que el efecto del DMSO es parcialmente reversible

por lo que, en gran parte, se debe ejercer durante la homoge­

neización • El DMSO que se affadió después de la homogenei­

zación en el medio A, no fué tan efectivo como cuando se

incluyó en el medio de homogeneización.

Al comparar las actividades enzimáticas lactato deshidroge­

nasa (LDH), malato deshidrogenasa (MDH) , adenosina desaminasa

(ADA), guanina aminohidrolasa (GAH) y purinnucle6sido fosfo­

rilasa (PNP) liberadas por lo� microsomas aislados en medios

que pueden contener o no DMSO, ae pone de manifiesto que todos

los enzimas exhiben un comportamiento similar; la liberación de en­

zimas fue proporcional a la cantidad de microsomas separados,

que fue mayor cuando se preparaba el homogeneizado en medios

que contenían DMSO. Al comparar las actividades de los enzimas

marcadores de orgánulos subcelulares, los resultados fueron si­

milares. Los microsomas de hígado, -separad6s por la técnica
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habi tual o por tratamiento con polietilenglicol (50 % v/y) del
sobrenadante post - mi tocondrial, mostraron patrones enzimáti­

cos similares (Van der Hoeven 1981). En los microsomas de ce­

rebro de rata se comprobó que la fracci6n microsomal separa­

da en presencia de DrJISO no estaba contaminada de forma espe­

cífica por orgánulos subc-elulares distintos, cualitativa y

cuantitativamente, a los que contaminaban la fracci6n micro­

somal aislada en ausencia de DMSO. El resultado permite suge­

rir que no hay presentes mitocondrias en los Me (DMSO), en

c-ontraposici6n a lo que parecen indicar las mí.cr-ogr-af'Las co­

rrespondientes (Figuras 50, 52, 53). Si se tratase de mitocon­

drias, tales orgánulos exhibirian menor tamaño del que exhi­

ben, habitualmente, en cerebro _de rata y contendrían enzimas

distintos de la glutamato deshidrogenasa que fue el que se

determinó como marcador de la fracción. Así pues, es probable,

como se ha di$cutido anterio�mente en este mismo apartado,

que lo observado en las micrografias corresponda a vesículas

cuya opacidad proceda de la interacci6n del DMSO sobre sus

membranas.

En cuanto a la presencia de enzimas marcadoresi se pone de

manifiesto que la f o sfataaa del -6-P- O(-D-glucosa y la piro­

fosfatasa del pirofosfato de tiamina, se hallan en muy poca

cantidad en los microsomás de cerebro de rata, a pesar de que

el primero de los mencionados, es un enzima marcador de la

fracci6n microsomal de tejido hepático (Gallardo 1979). La

actividad de la catalasa es prácticamente nula en la fracci6n

microsomal de cerebro aislada en ausencia o en presencia de

DMSO, por lo que, prescindiendo de las que tienen apariencia

de mitocondrias, las vesículas opacas que se observan en las

micrografias de ambas fracciones (Figuras 38 - 53) no pueden

corresponder a peroxisomas. Hasta un cierto tamaño, tales ve­

sículas se hallan comprendidas en el tamaño correspondiente a
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las vesículas pleomórficas (70 - 300 nrn de diámetro) y a las

vesículas sinápticas opacas y grandes ("LOV") de los nervios

purinérgicos (80 - 180 11m "de diámetro) (Burnstock 1981). Estas

vesículas aparecen rodeadas de un halo (loc. cit.) que puede

haberse perdido durante el proceso de aislamiento de los mi­

crosomas. Aunque no se discute su procedencia, la presencia

de vesículas opacas se ha demostrado en subfracciones micro­

somales de cerebro de rata (Tamai et al 1974, Kiang et al

1978) y en la fracci6n microsomal de pulmón de rata (Capdevi­
la et al 1975). En .la fracci6n microsomal de cerebro de buey

se ha demostrado la presencia de membranas y de vesículas si­

napticas(Kakiuchi et al 1981). Otra posibilidad es que las

vesículas opacas correspondan a lisosomas cuyo contenido se

muestra denso frente a los electrones, o gránulos de secrec­

ci6n que se han descrito en cerebro ·(Palade 1959, De Duve

1959, Novikoff y Essner 1962� Rhodin 1963, Freeman 1964, Ho­

fer 1968).

La caracterizaci6n de los microsomas por determinaci6n de

su densidad de flotaci6n en Percoll, de su tamafio de partícu­

la, por filtraci6n en gel de Sepharose CL 4B, o de su pI apa­

rente, por enfoque isoeléctrico, ha demostrado que la fracción

se comporta como si fuese homogénea, tanto si se han aislado

en medios que contienen DMSO como en su ausencia. La imposi­

bilidad del subfraccionamiento de tales microsomas por las

técnicas comentadas no ha permitido asignar las actividades

LDH, MDH, ADA, GAH, P�� y 5'N a uno o a ambos tipos de vesí­

culas, claras y: opacas, que son las que se observan predomi­

nantemente en las micrografías de la fracci6n microsomal.

La densidad de flotaci6n en Percoll de los microsomas de ce­

rebro de rata aislados, tanto en ausenc�a como en presencia de

DMSO, fue muy pequefia y·la concentraci6n de Percoll que seus6
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fue del 10 % •. En experimentos realizados con homogeneizados

de tejido hepático de rata, Blume (1979) utiliz6 una disolu­

ci6n de Percoll del 50 % para la separaci6n de mitocondrias

y de microsomas; estos últimos se separaron al efectuar la

centrifugaci6n isopícnica (100.000 x g, 45 min, rotor 60 Ti),
muy cerca del fondo del tubo de ultracentrífuga y agrupados

en una sola banda. Estos resultados indican una semejanza con

los obtenidos en el presente trabajo debido a que los micro­

somas de cerebro de rata se resuelven en una sola banda. No

obstante, los microsomas de cerebro poseen una densidad de

flotaci6n mucho menor que la de los de hígado de rata; ambos

tipos de microsomas son cualitativamente distintos y cabe su�

poner que la proporción de lipidos es mayor en los micro somas

de cerebro.

Al trabajar con la fracci6n microsomal de cerebro de rata

y utilizar un gradiente de sacarosa de tres peldaños Tamai

et al (1974) separaron tres subfracciones, mientras queKiang

et al (1978), con un gradiente de sacarosa de cinco peldaños

la resolvieron en cinco subfracciones. De las tres subfraccio­

nes obtenid�s en el primer caso, las dos más abundantes co­

rresponden a vesículas de RE liso y son casi análogas en su

composición química y enzimática (Tamai et al 1974). De las

cinco subfracciones separadas por Kiang et al (1978), la pri­

mera está constituida por vesículas grandes de membrana lisa;

las restantes contienen membranas lisas, cisternas de Golgi y,

en ocasiones, mitocondrias; además, se van enriqueciendo en

membranas .de retículo endoplasmático rugoso. De cualquier for­

ma, las actividades de la ATPasa (Na - K), la NADPH-citocromo e

reductasa y la acetilcolinesterasa varían, aunque con diferen­

cias poco notables, entre una subfracci6n y otra (loc.cit.).
En fin, las micrografías muestran una apariencia similar para

las cuatro subfracciones que Neskovic et al (1973) obtienen
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para la fracci6n microsomal de cerebro de rata joven, emplean­

do un gradiente de cuatro escalones de sacarosa entre 1,15 y

2,0 M. Estas concentraciones de sacarosa difieren de las em­

pleadas por Kiang et al (1978) para separar sus cuatro prime­

ras subfracciones microsomales (0,5, 0,7, 0,9 y 1,1 M). En el

presente trabajo, aunque los microsomas se separan en Una so­

la banda mayoritaria, se observa la presencia de un halo de

membranas microsomales hacia el fondo del tubo de ultracentrí­

fuga; ello se ha puesto de manifiesto al determinar.la actividad

LDH a lo largo del tubo de ultracentrífuga (v�ase 5.4.2.1.1

y figuras 19 y 20).

Aunque la proporci6n de lípidos en los micro somas de cere­

bro es comparativamente superior a la exhibida por los de hí­

gado, son las'proteínas de las membranas microsomales de ce­

rebro las que permiten que aquéllos se enfoquen al efectuar

en enfoque isoeléctrico. El pI aparente para los microsomas

de cerebro, está comprendido entre 5,02 y 5,18, concuerda con

los valores obtenidos para la ATPasa en experimentos de elec­

troenfoque de membranas de eritrocitos (pI� 5) y de xantina

oxidasa (pI::::::: 5) y de la 5 'Nucleotidasa (pI::: 6), en experi­

mentos análogos realizados con la membrana de los g16bulos

grasos de la secrecci6n láctea (Allen y Humphries 1975). La

aparici6n de una sola banda de pI aparente cercana a 5 con

los microsomas de cerebro de rata (Figura 28) concuerdan,

también, con los publicados por Fry y Bidges (1974) quienes

separan la fracci6n microsomal por precipitaci6n ácida a pH

5,5. Las propiedades eléctricas de .los microsomas también se

han puesto de manifiesto por Azzar et al (1981) en experimen­

tos de isotacoforesis; en ellos, no se ha conseguido la sepa­

raci6n de los microsomas en bandas nítidas, sino que se han

eluído en once fracciones en las que se han analizado las di­

ferencias respecto de las actividades enzimáticas.
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En los experimentos de filtraci6n en gel de Sepharose CL

4B, los microsomas de cerebro, aislados de medios que conte­

nían o no DIviSO, se han comportado como una fracci6n homogé -

nea, ya que se e�uyeron en � solo pico de proteína que coin­

cidi6 con los picos de actividad LDH, MDH y 5'N. Estos resul...;.

tados concuerdan con los obtenidos por Tangen et al (1973)
con hígado de rata, y por Capdevila et al (1975) con pulm6n

de rata. Ambos autores obtienen, por filtraci6n en gel de Se­

pharose 2B, un solo pico correspondiente a los microsomas •

Aunque Tangen et al (1973) han sugerido que la filtraci6n en

gel de Sepharose 2B permite la obtenci6n de microsomas con

una contaminaci6n mínima por proteínas citosolubles, en los

experimentos realizados en el presente trabajo se ha demos­

trado que ello no es del todo exacto. Enzimas citosolubles,
como la LDH y la MDH se eluyen conjuntamente con los micro­

somas, además de hacerlo en un volumen de eluci6n posterior,

lo que prueba que una parte de �as actividades LDH y MDH es­

tán unidas a las membranas microsomales. Este comportamiento

se observa aunque la filtraci6n se lleve a cabo en eluyentes

de fuerza i6nica que es suficiente (NaCl 0,15 M) para contra­

rrestar las posibles interacciones i6nicas entre tales enzi­

mas y las membranas microsomales.

Aunque en estos experimentos los microsomas se eluyeron en

un pico único, la caracterizaci6n del mismo por microscopía

electr6nica mostr6 que la fracci6n no era morfologicamente ho­

mogénea. La explicaci6n del fen6meno puede residir en que, aun­

que los microsomas eluyen en un solo pico, su distribuci6n no

es homogénea en toda la extensi6n del pico y eluyen primera­

mente los microsomas de mayor tamaño, mientras que los de me­

nor tamaño eluyen coincidiendo con la cola del pico. No obs­

tante, también es posible que los diversos componentes micro­

somales interaccionen entre sí. Esta última hip6tesis puede
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apoyarse en el hecho de que el volumen de eluci6n de los mi­

crosomas tratados con desoxicolato �,075 %) sea el mismo que

el de los microsomas lavados con A. Las imágenes que mues­

tran las micrografías correspondientes a los micro somas lava­

dos con A (Figuras 38-40) y a los microsomas tratados con

desoxicolato (Figura 46) son muy distintas y cabría esperar

que el volumen de eluci6n de ambas fracciones en experimen­

tos de filtraci6n en gel de Sepharose CL 4B, fuese distinto.

En las micrografías obtenidas tras la separaci6n de los micro­

somas de pulm6n de rata por filtraci6n en gel de Sepharose 2B

(Capdevila et al 1975) se ha demostrado que la fracci6n es

también heterogénea en cuanto a la opacidad de las vesículas

y en cuanto a su tamaño.

Las micrografías de los microsomas de cerebro de rata, que

se han aislado en el presente trabajo después de su trata­

miento con desoxicolato (Figura 46), son distintas a las ob­

tenidas por Weihing et al (1972) en hígado de rata; eh ellas,

el tratamiento con NaCl 0,14 M, con NaCl 1M o con carbonato­

bicarbonato, no modifica el aspecto ni la integridad de las

vesículas microsomales, mientras que el tratamiento con deso­

xicolato (0,075 %) rompe las vesículas pero sin que se desor­

ganice su membrana. Las micrografías obtenidas en el presen­

te trabajo para los residuos microsomales tratados con deso­

xicolato (0,075 %), se parecen más a las obtenidas después de

tratar con lisofosfatidilcolina una subfracción microsomal

de cerebro de rata (Katsuta et al 1978) o las vesículas si­

nápticas de cerebro de rata con trit6n X-100 (0,1 %) (S611er
et al 1973). En todos los casos, las micrografías demuestran

una desorganización de las membranas. La diferencia de com­

portamiento de los detergentes en su actuación sobre los mi­

crosomas de hígado o de cerebro puede residir en la distinta

proporción de lípidos existente en las membranas de ambas
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fracciones.

Esta diferencia, unida a las diferencias de densidad deflo­

tación y de composición, respecto de los enzimas marcadores

de membrana, no permite establecer una analogía directa en­

tre los componentes de ambos tipos de fracci6n microsomal, la

aislada del tejido cerebral y la aislada del tejido hepático.

. . .

DISCUSION GENERAL

El presente trabajo constituye Una contribución al conoci-

miento del catabolipmo, de las purinas en el t�jido cere-

Los parámetros cinéticos de los enzimas PNP y 5'N confirman

el hecho de que, de todos sus posibles substratos fisiológi­

cos, los mejores varían según el tejido y la especie; ello ya

se discutió en el capítulo 5.1. Por otra parte, el que estos

enzimas, como también la ADA y la GAH, no sean inhibidos por

los intermediarios del metabolismo (Figura 4) distintos a sus·

propios productos de reacción parece indicar que estos enzi­

mas están poco regulados. No obstante, ello no es así ya que,

a nivel metab6lico, se ha demostrado que la 5'N purificada
está regulada por la concentraci6n de nucle6sidos di o tri­

fosfato. Además, se ha demostrado que, a nivel genético, es­

tos enzimas están muy regulados, como cabía esperar de enzi­

mas relacionados indirectamente con el metabolismo de los

ácidos nucleicos y de los nucle6tidos en la célula.

bral de rata.



-283-

La inducción o represión de los enzimas del catabolismo pu­

rínico , que se ha demostrado en microorganismos (Scazzochio

y Darlington 1968) también se produce en organismos superio­

res. Así, las dosis elevadas de guanina producen el incremen­

to de una de las formas de GAH de cerebro de rata cuya exis­

tencia postulan Kumar et al (1970 b). También las actividades

5'N, PNP y XDH , en higado , se ven incrementadas por una die­

ta rica en proteína, mientras que lo mismo ocurre con la GAH

como respuesta a la administración de la hormona del creci­

miento (Panda et al 1962).

Además de los estudios cinéticos, es interesante comparar

las velocidades de reacción de los enzimas puríhicos entre sí.

Los resultados, reseñados en el capítulo 5.1, demostraron que

los enzimas que poseen una actividad especifica mayor son la

PNP y la GAH, aun cuando la reacción catalizada por la PNP es

reversible. La 5'N Y la ADA tienen velocidades de reacci.6n

comparativamente menores, aunque la 5'N con su substrato AMP

es capaz de producir mayor cantidad de adenosina de la que

puede desaminar la ADA. Sin embargo, es posible que estas hi­

pótesis no sean del todo válidas en el sentido de que el ca­

tabolismo purínico investigado en la fracción soluble no guar­

de relación estricta con el que se desarrolla en el interior

de la célula. El tipo de células del �ejido cereóral esmúl­

tiple y la fracción �oluble obtenida por homogeneización del

tejido constituye un extracto de todas ellas. Así,_ la ADA,

cuya actividad varia ampliamente de un tejido a otro (Adams

y Harkness 1976), se encuentra en elevadas proporciones en

las células de la glía (Dr. Marsall 1981,-Comunicación perso­

nal-) aunque no cabe descartar su presencia en las neuronas.

Además de las diferencias de las actividades enzimáticas en

los distintos tipos �e células, es posible que la localiza­

ción intracelu�ar de los enzimas aquí estudiados varíe de un
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tipo a otro de célula; en este +r-aba jo se han podido demos­

trar ambas circunstancias.

Al comparar las actividades enzimáticas de cerebro y de ce­

rebelo, se ha demostrado que la GAH se halla en muy escasa

cantidad en el último. El significado fisiológico de este he­

cho, ya descrito anteriormente (Dawson 1971, Carpene 1976),
no está claro, pero se puede suponer que obedece al distinto

comportamiento de ambos tejidos en su función nerviosa gene­

ral que, para el cerebelo, se centra, casi exclusivamente, en

la regulación de las actividades motoras (Baron et al 1978).

Por _ otra parte , la presencia de todos los enzimas purínicos,
además de las deshidrogenasas LDH y MDH, es cualitativa y cuan­

titativamente distinta en los microsomas de cerebro de rata.

Así, en los tratamientos de los microsomas con desoxicolato,

se ha demostrado que la 5'N y la ADA se localizan en la parte

externa de las membranas microsomales,a diferencia del resto

de enzimas cuyas actividades, en los microsomas, sólo se po­

nen de manifiesto después del tratamiento con el detergente.

La 5'N se encuentra en elevada" cantida� en los microsomascon

respecto al resto de los enzimas; el hecho puede hallarse en

concordancia con el que la 5'N sea un enzima marcador de la mem­

brana plasmática (Evans y Gurd 1973, Depierre y Karnovsky1974

b, Brake et al 1978). No obstante, Stanley et al (1980) demos­

traron que existe una relación dinámica entre la 5'N localiza­

da en la superficie celular y la 5'N intracelular, que también

está unida a la membrana y se encuentra en la cara extracito­

plasmática de las vesículas del interior de la célula. Los ex­

perimentos de "expresión" del tejido cerebral de rata, demos­

traron también que la ADA se comporta de modo diferente y se.

libera con más facilidad que el resto de los enzimas; ello:se

puede correlacionar con una distinta localización de la ADA

que permita que se libere con mayor facilidad en tales experi-
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mentas. Según Amberson y Bauer (1967, 1971), en los experi­

mentos de separaci6n de jugos por "expresión" se liberan en­

zimas localizados en el medio intersticial del tejido conside­

rado. No obstante, es dudoso que todos los enzimas liberados

provengan, exclusivamente, del medio intersticial en el que

las proteínas libres se encuentran en muy pequeña cantidad.

Se ha demostrado, también, la distinta localización subcelu­

lar de los enzimas LDH, MDH, ADA, GAH, PNP Y 5'N al analizar

su presencia en la fracción de vesiculas sinápticas de cerebro

de rata. En ellas, las actividades de la 5'N y de la ADA son

mucho mayores que las del resto de los enzimas si se comparan

con las que se obtienen en ola fracción microsomal de cerebro

de rata.

En co�ju�to hay evidencias suficientes para correlacionar

los comportamientos distintos de la ADA y de la 5'N con aspec­

tos concretos de la funci6n nerviosa en el cerebro. Ya en1967

Scott , basándose en la distinta actividad de la 5'N en dis­

tintas regiones del encéfalo, emitió la hip6tesis de que la

5'N debe actuar en procesos bioquímicos simples y en funcio­

nes neurofisiológicas. La 5'N y la ADA son los enzimas que

descomponen el AMP y la adenosina que son, junto al ATP, con­

siderados como posibles neurotransmisores y neurorreguladores

por Burnstock (1972 a y b, 1975 b). Uno de los puntos en los

que se apoya la hipótesis de Burnstock es en la presencia de

5'N y de ADA en los tejidos en los que se supone la presencia

de nervios purinérgicos; no obstante, no se ha descrito hasta

el presente la presencia de tales enzimas en las vesiculassi­

nápticas en las que s6lo se han puesto de manifiesto las ac­

tividades ATPasa (Na-K) y acetilcolinesterasa así como de la

LDH (Tamir et al 1974, Morgan et al 1973). Aunque el ATP no

sea considerado como neurotransmisor, se ha demostrado que se

libera,junto a la acetilcolina de las sinapsis cOlinérgicas
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puras (Silinsky 1975, Morel y Meunier 1981). Por otra parte,

al someter a las neuronas corticales a estimulaci6n eléctri­

ca, se libera adenosina, que provoca una inhibici6n profunda

de la excitabilidad dé la corteza cerebPa"l (Iversen et al 1971).
También se ha demostrado que la adenosina produce, "in vivo",

cambios de comportamiento de forma más eficaz que el AMP o el

ATP, cuando se administra en el SNC (Yarbrough y McGuffin­

Clineschmidt 1981). El ATP, el AMP o la adenosina se deben

metabolizar y captar de nuevo por las células nerviosas (Burns­
tock 1972 a y b, 1981). El ATP se convierte a AMP por acci6n

de la ATPasa que es un ectoenzima aunque también está presen­

te en el interior de las células nerviosas (Burnstock 1972 a

y b). El AMP, que no traspasa fácilmente las membranas, debe

ser convertido en adenosina por la 5'N (Burnstock 1972 a y b)

que es un ectoenzima, como se ha demostrado en cultivos de cé­

lulas cerebrales (�rams y Lauter 1975). La posible inactiva­

ción de la adenosina ha de ser efectuada por la ADA, enzima

que se supone que está localizado'en la superficie de Llascé­

lulas cerebrales cultivadas. Ello no se ha podido demostrar

en este trabajo, aunque sí se ha confirmado que la localiza­

ción subcelular de la 5'N y la ADA en tales células es idénti­

ca, por lo que la ADA puede estar localizada en la membrana

plasmática junto a la 5'N (Trams y Lauter 1975). La analogía

de comportamiento de la ADA y de la 5'N en los microsomas, ob­

servada en el presente trabajo, y su presencia en las vesícu­

las sinápticas, parecen confirmar la hip6tesis de que ambas in­

tervengan en la inactivación del AMP y la adenosina.

Al considerar el aspecto estríctamente químico de la uni6n

de los enzimas estudiados a los microsomas, tras el análisis

de los experimentos del capítulo 5.2, se puede. emitir una hi­

p6tesis netamente bioquímica acerca de tal uni6n. Un primer

resultado importante es el que demuestra que, después de lavar
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los microsomas con detergentes, varias veces, todavia conser­

van actividades de todos los enzimas estudiados. Además, al

añadir los primeros productos del catabolismo purínico (AMP ,

GMP o IMP), éstos se transforman en los productos finales del

metabolismo (véase 5.3.2.3), hipoxantina y xantina, lo que in­

dica que tales enzimas están presentes en las membranas micro­

somales de forma activa y son capaces :de desempeñar su fun­

ción metab61ica.

Como se requieren detergentes para la libepación paulatina

de las actividades de los microsomas, previamente lavados con

el medio de homogeneización, se puede suponer que la interac­

ción entre los enzimas y las membranas sean, básicamente, de

tipo hidrof6bico. De hecho, se demostr6 que el medio A es su­

ficiente para anular las posibles interacciones iónicas. El

NaCl que, en concentración de 4 M, favorece las interaccio­

nes no i6nicas en experimentos de cromatografia de interacci6n

hidrofóbica (Hjerteen 1976, Porath 1973), no libera, aquí, de

las membranas microsomales las actividades enzimáticas en es­

tudio, lo que apoya la hip6tesis anterior. Cuando los microso­

mas se filtraron por un gel de Sepharose CL 4B equilibrado con

B, el pico de MC eluídos coincide con los picos de actividad

LDH, MDH y 5'N, por lo que la interacción entre estos enzimas

y las membranas microsomales debe ser de tipo hidrof6bico.

Por otra parte, las interacciones hidrof6bicas parecen va_­

riar de intensidad para los diferentes enzimas tal como pone

de manifiesto el hecho de que mientras que la ADA se libera,

en gran proporci6n, con desoxicolato al 0,075 %, es preciso

El que se considere que la unión de los enzimas en estudio

es de tipo hidrof6bico, no es 6bice para admitir que enla ho­

mogeneización del tejido se liberen parcialmente, tal como

muestra Su identificación en la fracción soluble.
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que la concentración de éste sea del 0,5 % para liberar entre

un 70 y un 80 % de la actividad 5'N unida a las membranas. La

ADA y los restantes enzimas que' se comportan como ella en la

fuerza de su interacción ccn las membranas microsomales (LDH,

MDH, GAH Y PNP), de acuerdo con lo propuesto por Singer (1972,
1974) (Tabla VI ), se podrían considerar proteínas periféri �

caso A estos enzimas podría aplicárseles la denominación de

"ambicuos" (Masters 1977, 1978 a y b), existiendo en dos for­

mas en equilibrio. , una unida a la membrana y otra no. En cam­

bio, la 5'N se comporta como una proteína constituyente de

membrana, según los mismos criterios propuestos por Singer

(1972, 1974) (Tabla VI ), ya que se requieren concentracio­

nes elevadas del detergente para su liberación parcial.

Los enzimas cuya caracterización electroforética ha sido po­

sible, muestran las mismas formas moleculares que aparecen en

la fracción soluble y en los liberados de la fracción microso­

mal. La 5'N unida y la liberada de las membranas de los basto­

nes de la retina tienen el mismo comportamiento cinético fren­

te al AMP (Fukui y Shichi 1981). Lo mismo ocurre con el enzima

unido y el solubilizado de las membranas de las células tumo­

rales (Lelievre y Zachowski 1977). Por tanto, no cabe desechar

la idea de que la homogeneización del tejido provoque la libe­

ración de parte de los enzimas de membrana', dependiendo de la

fuerza de sus interacciones, principalmente de las hidrof6bi­

caso Si ello es así, los datos comparativos de las actividades

especificas para la ADA, GAH, PNP Y 5'N, establecidas en la

fracción soluble (Tabla X) no son del todo corr.ectos. Así, por

ejemplo, la presencia en los microsomas de una elevada propor­

ción de 5'N, puede determinar que sea mayor la cantidad de

adenosina formada a partir del AMP; esta adenosina que no es

susceptible de transformarse totalmente en inosina por la ADA

(véase 5.1.2), se recuperaría en mayor proporción a AMP porac-
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ci6n de la adenosina quinasa. En cualquier caso, la distinta

10calizaci6n subcelular de los enzimas, especialmente de la

ADA y la 5'N (véase .5.3.2), sugiere la posibilidad de que par­

te de dichas actividades enzimáticas desempeñen,de una parte,

funciones neur-of í s
í

oLdg.í cas y, de otra, funciones bioquímicas
del metabolismo purínico (Scott 1967). En tal caso, es muy

probable que ambas funciones estén interconectadas en la célu­

la.

Quizás, la obtenci6n de resultados "in vitro" más parecidos

a los que se producen "in vivo" se pueda conseguir por medio

del uso de microsomas. Los experimentos de homogeneizaci6n

del. te jido cerebral con extractos hepáticos ricos en XDH, han

demostrado que las vesículas que se aislan en la fracci6n mi -

crosomal no incorporan XDH a su interior; es posible, por tan­

to, que parte de los microsomas consten de locus celulares in­

tactos que se forman durante .. la homogeneizaci6n. Para compro­

bar esto se debería idear un método para el estudio cinético

de los enzimas del metabolismo purínico por medio del uso de

microsomas. En principio, esta tarea, difícil debido a la poca

proporci6n en la que se encuentran los enzimas del catabolis­

mo purínico si se comparan con la LDH y la MUH, tan abundan­

tes en el interior de la célula. No obstante, los primeros in­

tentos se podrían abordar mediante la técnica de permeabiliza­

ci6n de las membranas celulares por empleo de reactivos bifun­

cionales (Lazo y SoIs 1979). Es posible que esta técnica die­

ra mejores resultados que la usada por Tritsch (1974) y

Tritsch et al (1976) que consiste en el empleo de mezclas de

disolventes orgánicos para el estudio del comportamiento de

la ADA en tales medios cuya constante dieléctrica es más se­

mejante a la que existe en las proximidades de las membranas

de la célula.
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En el presente trabajo se ha pensado en la posibilidad de

obtener una mayor cantidad de microsomas y, paralelamente,

una mayor cantidad de actividades enzimáticas ligadas con

objeto de poder abordar estudios posteriores del metabolis­

mo purínico en los microsomas.

La obtención de mayor cantidad de microsomas por g de teji­

do cerebral ha sido posible mediante el uso del dimetilsulf6-

xido en los medios de homogeneización. Ambos tipos de micro­

somas, separados en ausencia o en presencia de DMSO, mostra­

ron un comport�miento similar en cuanto a la liberación de

los enzimas LDH, MDH, ADA, GAH, PNP Y 5'N. La comparación de

ambos tipos de micro somas también se llevó a cabo determinan­

do su contenido en enzimas marcadores de orgánulos subcelula­

res. Los estudios que se han realizado al respecto, han de­

mostrado que los dos tipos de microsomas son, básicamente ,

análogos; en ellos, la presencia de catalasa es prácticamen­

te nula y la de LDH, MDH, GDH, NADPH-citocromo c reductasa,FA,

tiamin pirofosfatasa y glucosa - 6 - fosfatasa es análoga. Así,
en los microsomas aislados en ausencia o en presencia de DMSO

no aparecen peroxisomas, mientras que la contaminación por

mitocondrias, lisos?mas y aparato de Golgi es análoga. Es de

destacar que enzimas que, en tejido hepático, se consideran

marcadores de microsomas' (Gallardo 1979), la glucosa - 6 - f0S­

fatasa y la tiamin pirofosfatasa, aparecen en muy pequeña can­

tidad en los microsomas de cerebro. Se ha demostrado, en cam­

bio, que la NADPH-citocromo c reductasa es un enzima marca­

dor de microsomas de cerebro al igual que lo es en hígado

(Weihing et al 1972, Kiang et al 1978) ••

Los microsomas de cerebro, obtenidos en ausencia o en pre­

sencia de DMSO, también se han caracterizado por microscopía

electr6nica. No obstante, esta técnica no puede dar resulta-
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dos tan completos como la caracterización bioquímica. En las

micrografías de los microsomas, además de vesículas. claras,

similares a las lisas de hígado, se observa la presencia de

vesículas opacas. Como tales vesículas no pueden corresponder

a peroxisomas, se postula que puedan ser vesículas sinápticas

liberadas de ciertos tipos de terminales nerviosos, entre

los que se encuentran los purinérgicos (Burnstock 1981). Tam­

poco se puede descartar que las vesículas opacas, principal­

mente las de mayor tamaño, correspondan a lisosomas presentes

en el tejido cerebral (Palade 1959, Essner 1962, Rhodin 1963,

Freeman 1964, Hofer 1968). En la fracción microsomal de cere­

bro de buey se ha demostrado la presencia de membranas y de

vesículas sinápticas (Kakiuchi et al 1981). Por su parte, la

presencia de vesículas semiopacas , algunas con apariencia de

mitocondrias, en 18.s micrografías de los microsomas (DMSO)

podría corresponder a una alteración de las vesículas claras

que se observan en las micrografías de los MC (sin DMSO) , por

acción del DMSO.

Un último objetivo deL presente trabajo consistió en Lrrt en-.

tar el subfraccionamiento de la fracción microsomal a fin de

encontrar una o varias subfracciones cuyo contenido de enzi�

mas del catabolismo purínico fuese diferente.

Efectuando experimen�os de ultracentrifugación isopícnica

en Percoll, filtración en gel de Sepharose CL 4B y de enfoque

isoeléctrico preparativo, no se ha conseguido obtener sub­

fracciones microsomales. Los microsomas separados en ausen­

cia o en presencia de DMSO, se comportaron, en tales experi­

mentos, como una fracción homogénea, aunque las micrografías

electrónicas de los microsomas demostraron su heterogeneidad

en cuanto a tamaño y densidad electrónica de sus vesículas.

No obstante, el mismo resultado se obtiene y se repite con las
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tres técnicas de separación empleadas. En experimentos realiza­

dos por Blume (1979) en hígado de rata, los microsomas se ob­

tienen en una sola fracción en un gradiente de densidad de

Percollo En experimentos de filtración en gel de Sepharose2B,

los .microsomas de hfgado (Tangen et al 1973) y de pulmón(Ca�­
devila et al 1975) de rata se han obtenido en una única frac­

ción. Además, las micrografías del pico de elución de los mi­

crosomas de pulmón (loc.cit.) muestran que aquellos tampoco

son homogéneos en cuanto al aspecto y al tamaño de las vesí -

culas.

En ex�erimentos realizados con gradientes discontínuos de

sacarosa, los microsomas de cerebro de rata se han separado

en tantas fracciones como número de escalones pos.eía el gra­

diente. El dicho gradiente, el margen de concentraciones de

sacarosa no es muy amplio (Neskovic et al 1973,· Tamai et al

1974, Kiang et al 1978), extremo éste que ya se ha discutido

anteriormente (véase 5.4.3). Así, es- de suponer que en gra­

dientes continuos, la mayor cantidad de microsomas se obten­

ga en una única fracción. De hecho, en los experimentos de

densidad de flotación en Percoll que se han realizado en este

trabajo, aparte de la fracción mayoritaria de microsomas, se

obtuvo un halo que también correspondía a fracciones membra­

nosas, calificadas así por su contenido en actividad LDH (véa­
se 5.4.2.1.1, figuras 19 y 20).

De cualquier manera, sería conveniente perseverar en los in­

tentos de subfraccionamiento de los micro somas tratando de es­

tablecer si las actividades del catabolismo purínico corres­

ponden a una subfracci6n o a un orgánulo subcelular concreto.

Si ello no fuese así,otro medio adecuado de asignar dichas ac­

tividades a orgánulos subcelulares concretos, sería el uso de

antígenos específicos de los enzimas considerados en las téc-
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nicas de inmunocitoquímica aplicadas a la microscopía electr6-

nica. Esta tprea, que no es sencilla, podría dar los resulta­

dos apetecidos y confirmar que los microsomas son un buen me­

dio para el estudio del metabolismo purínico y quizás también

de otros metabolismos no exclusivamente ligados al transporte

electr6nico o a proteínas constituyentes de membrana.
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6 e o N e L u S ION E S
--------------------_--
-----------------------

1) Al comparar algunos enzimas (ADA, GAH, PNP Y 5'N) que in­

tervienen en el catabolismo de las purinas en el tejido cere­

bral de rata se puede afirmar que:

- La afinidad de la 5'N por sus substratos de­

crece desde al AMP, al IMP, GMP Y XMP

- La velocidad máxima de reacción de la PNP con

inosina es la.mayor, pero el coeficiente de eficacia es más

elevado con guanosina
- Los valores de las velocidades máximas indi­

can que la PNP es la más activa, con guanosina o inosina, se­

gu
í

da de la GAH con guanina; muestran, además, que la ADA

transforma, en parte en inosina a la adenosina procedente del

- La escasa actividad dffi la 5'N con XMP y de

la PNP con xantosina, sugieren que ambos metabolitos no se de-

gradan apreciablemente "�n vivo"
- La ADA, GAH, PNP y 5'N, se inhiben competi-

tivamente por sus propios productos de reacción, pero su acti­

vidad no se modifica por otros intermediarios del metabolismo

de las purinas •

La suspensión del residuo de micro somas lavado , extraido re­

petidamente con desoxicolato exhibe, todavía, las actividades

enzimáticas enumeradas.

2) La fracción microsomal de cerebro de rata, lavada con di­

soluciones de fuerza iónica moderada, libera por sonicación o

mediante desoxicolato '(éste con mayor eficacia) actividades

LDH, MDH, ADA, GAH y PNP. Se hallan éstas en análoga propor­

ción y exhiben la misma compo s
í

c í.ón electroforética que las de

la fracción soluble del tejido.
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3) Las vesiculas de la fracción microsomal de tejido cere�

bral de rata no incorporan la XDH de hígado de pollo presente

en el medio de homogeneización y las actividades enzimáticas

liberadas no se modifican con el contenido proteico del medio.

Los hechos sugieren que parte de las veslculas ya se hallan

presentes en el te�ido o que, al formarse durante el, proceso

de homogeneización, no ocluyen cantidades significativas del

medio en el que se efectua el homogeneizado.

4) Las actividades ADA y 5'N de La suspensión de microso­

mas, que ha sido tratada con desoxicolato al 0,075 % no va­

rían sensiblemente, pero las activ í.dade s LDH, MDH, GAH Y PNP

experimentan un incremento notable. Se sugiere que la ADA y

la 5'N se hallan localizadas en la cara exterior de las mem­

branas de los componentes de la fracción microsomal, mientras

que los restantes enzimas se hallan ocluidos en ellos. La ADA

es el enzima que se libera más fácilmente en los jugos obte�

nidos por "expresión" d.el tejido cerebral de rata; le siguen

la 5'N, la PNP, la LDH, la MDH y la GAH.

5) Al incubar la suspensión de microsomas de tejido cerebral

de rata con AMP, GMP o IMP, se produce hipoxantina o xantina,

productos finales del catabolismo de las purinas en dicho te jido;

se pone así de manifiesto que las vesículas contienen 5 'N, ADA, GAH

Y PNP.

6) La actividad 5'N en los microsomas del tejido cerebral

de rata es compar.ativamente superior a la del resto de los en­

zimas considerados y todavía es perceptible en la suspensión
de microsomas extraida repetidamente, con desoxicolato o con

tri tón X-100. El EDTA inhibe la actividad 5'N de la auspen ':..:;­

sión, pero aquélla se recupera al lavar las vesículas.



-296-

7) Las fracciones soluble y micros6mica de cerebelo de ra­

ta también poseen actividades LDH, �IIDH, ADA, GAH, PNP Y 5'N.

La actividad GAH de ambas fracciones es inferior a la que ex­

hiben las correspondientes fracciones del tejido cerebral. Las

actividades ADA y 5'N de las vesículas siná;pticas de cerebro

de rata son superiores a las del resto de los enzimas estudia­

dos. El hecho puede correlacionarse con la posibilidad de de­

gradaci6n del AMP y de la adenosina y su papel como neuro­

transmisores en los nervios purinérgicos.

8) Al separar la fracci6n microsomal del tejido cerebral de

rata, la cantidad de microsomas separada aumenta con la con­

centraci6n del homogeneizado inicial y es independiente de la

constante dieléctrica del medio. Sin embargo, si el medio de

homogeneizaci6n contie-ne cantidades crecientes de DMSO aumen­

tan correlativamente el rendimiento de la separaci6n y las

actividades LDH, MDH, ADA, GAH, PNP Y 5'N que se liberan de

los microsomas. De cualquiera de los medios de homogeneiza­

ci6n anteriores se separan microsomas que exhiben, cualitati­

va y cuantitativamente, las mismas actividades enzimáticas

respecto de los enzimas marcadores de orgánulos subcelulares.

9) Las fracciones microsomales separadas de medios que con­

tenían o no DMSO cuando se someten a ultracentrifugaci6n iso­

pícnica en Percoll, se resuelv-en en una banda única cuya den­

sidad está comprendida entre 1,020 y 1,040 g/mI. Al efectuar

experimentos análogos con el sobrenadante post-mitocondrial

se observa que los microsomas se resuelven, también, en una so­

la banda cuya densidad oscila entre los márgenes indicados.

Los hechos comentados sugieren que los lavados sucesivos de

los microsomas con el medio de homogeneizaci6n y las operacio-
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nes de ultracentrifugación no modifican apreciablemente la

densidad de la fracción microsomal.

Así'mismo, la filtración en gel de Sepharose CL 4B, de los

microsomas obtenidos en medios con o sin DMSO, conduce a un

solo pico, cuyo volumen de elución fue cercano al del azul de

dextrano. El volumen de elución de los microsomas previamente,

lavados, no varió con respecto ,al correspondiente a los MC no

tratados.

El enfoque isoeléctrico Preparativo en columna, de los micro­

somas separados en medios con DMSO proporciona una sola frac­

ción de pI comprendido entre 5,02' y 5.18.

10) Las micrografias electrónicas de los microsomas separa­

dos de medios sin DMSO muestran la presencia predominante de

vesiculas claras y opacas; la cantidad de estas últimas llega

a ser mayor si el medio contiene DMSO. El lavado de las vesí­

culas con los medios de homogeneización o la sonicación, no

modifican su aspecto, pero el desoxicolato provoca su desorga­

nización y ya no se perciben por el método indicado.

(11) La fracción microsomal del tejido cerebral de rata, se­

parada de diferentes medios de homogeneización, exhibe homoge­

neidad de comportamiento, como demuestran diversos experimentos

comparativos, proponiéndose, por ello, el empleo de la fracción

separada en presencia de DMSO por su rendimiento más favorable.

La fracción mencionada permite estudiar la transforrnación de

los nucleótidos y de los nucleósidos purínicos y de las puri­

nas en hipoxantina y xantina y contribuir, así, a confirmar la

hipótesis del nervio púrinérgico formulada por Burnstock(1972

a y b).
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